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RESUMO
Nesta tese o desenvolvimento de tecnologias de imageamento sem-lentes utilizando o con-
ceito de holografia digital inline para o enfoque microscópico é apresentado. Na formação
de imagem sem lentes, o princípio do imageamento por sombras é utilizado, onde as amos-
tras são iluminadas por uma fonte de luz, e sombras contendo as assinaturas das partículas
no plano-objeto são projetadas e capturadas em um meio detector eletrônico. Pelo uso de
um sistema espacialmente e temporalmente coerente de iluminação, o princípio da difração
de onda é aplicado, e assinaturas de padrões de interferências holográficas são projetadas
ao invés de somente sombras com assinaturas espaciais. Este conceito denomina-se de
holografia digital inline, e métodos numéricos são requeridos para a conversão do sinal
holográfico em informação morfológica do plano-objeto.
Embora explorada bastante recentemente, a holografia digital inline possibilita hori-
zontes para uma vasta gama de aplicações que envolvem a miniaturização de microscópios
em plataformas portáteis, que por sua vez são facilmente integradas com recursos com-
putacionais. Nesta tese de doutorado são propostas 2 plataformas distintas baseadas em
holografia digital inline : (i) plataforma holográfica com melhoramento da resolução das
assinaturas holográficas por meio de técnicas de super-resolução, (ii) plataforma holográ-
fica para o processamento de vídeo em altas taxas de amostragem.
A primeira plataforma é baseada na premissa do deslocamento da fonte luminosa,
realizando a computação de uma imagem holográfica em alta-resolução a partir de um
conjunto de múltiplas observações da mesma cena. Métodos de registro das imagens ho-
lográficas são utilizados, seguidos por um procedimento de otimização do alinhamento
inspirado em modelos variacionais de energia. Um framework bio-inspirado é utilizado
para minimizar a função em relação a um termo de fidelidade e uma medida de sharpness,
e encontrar a solução de ótimo global de alinhamento das imagens. A cena é aproxima-
damente planar, e somente amostras estáticas são utilizadas neste contexto. Para os
hologramas em alta-resolução, métodos computacionais numéricos baseados em recupe-
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ração de fase são aplicados para difração do sinal de onda e recuperar as informações
geométricas da amostra analisada. A plataforma holográfica foi validada com amostras
biológicas de células humanas reprodutoras masculinas, onde a confirmação microscópica
foi obtida através de um microscópio óptico convencional, apresentando alta correlação
com a imagem de campo de brilho (bright-field ). Os resultados obtidos mostram uma re-
solução espacial de ≈1µm sobre um campo máximo de visão de ≈30mm2. Diferentemente
das abordagens descritas da literatura, somente uma fonte de iluminação é utilizada para
melhoramento da resolução, bem como os métodos de registro e minimização são especi-
ficamente designados para incrementar o sinal holográfico da propagação da onda.
A segunda plataforma apresenta como enfoque a visualização de amostras biológicas
in-situ, como uma ferramenta de propósito geral de imageamento em meio fluídico. A
plataforma para vídeo holográfico é mais simples que a plataforma com melhoramento
de resolução, e esta pode ser miniaturizada em apenas alguns centímetros cúbicos com
resolução de algumas frações de micrômetros. Os experimentos nesta plataforma foram
conduzidos principalmente na inspeção de micro-organismos existentes em amostras de
água, onde uma série de espécimens podem ser verificados. A vantagem de uma plataforma
holográfica em vídeo é o imageamento de estruturas em 4D (volume e tempo), onde um
simples vídeo pode ser analisado repetidamente em diferentes pontos de difração.
Palavras-chave: Holografia Digital inline, Super-Resolução em Multi-Frame, Vídeo
Holográfico, Plataformas de Diagnóstico em Point-of-Care, Imageamento Sem-Lentes.
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ABSTRACT
In this doctoral’s dissertation, lensless imaging technologies based on the digital inline
holography concept were developed for the biological microscopy context. From a lensless
image formation point-of-view, the shadow imaging principle is used, where the samples
are illuminated by a light-source, and shadows containing particle’s signatures are pro-
jected from the object-plane to an electronic detector. By using a temporal and spatial
coherent illumination system, the diffraction-wave principle is applied, and interference
holographic patterns are projected, instead of simple spatial signature shadows only. This
concept is the so-called digital inline holography, and numerical methods should be used
to convert holographic signals into morphological details of the object-plane.
Digital inline holography has been explored very recently, opening a wide range of
new applications involving the miniaturization of imaging devices into portable platforms,
that can be easily integrated with computational resources. In this doctoral’s dissertation
two distinct platforms based on digital inline holography are presented: (i) holographic
platform based on resolution improvement of the holographic signatures, (ii) holographic
platform for video processing using high-frame rate sampling.
The first platform is based on the premise of computing a higher resolution holographic
image from a set of multiple observations of the scene. Image registration methods for the
holographic images are used, followed by an optimization approach inspired on variational
models of energy equation. A bio-inspired framework is used to minimize this function
based on a fidelity term and a sharpness measure, and its minimization is used to find a
global optimum solution for the alignment problem. The scene is approximately planar,
and static samples can be imaged in this platform. For the high-resolution holograms,
numerical diffraction methods are used to recover the phase information, and consequen-
tly the morphological information of the analyzed sample. The holographic platform
was validated using biological human samples corresponding to reproductive male cells
(sperm) using a conventional optical microscope, showing a high correlation with the
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bright-field microscopy image. The obtained results show a spatial resolution of ≈1µm
in a field-of-view corresponding to ≈30mm2. Differently from the state-of-the-art appro-
aches, this method is based on a single shifted light-source where arbitrary displacements
are registered into a single frame, using a combined optimization approach.
The second approach has the biological visualization of in-situ specimens in focus.
This platform is presented as a generic tool for the visualization of live microorganism in
a fluidic mean, being simpler than the previously described platform. On the other hand,
this platform can be easily miniaturized into a few cubic centimetres, having resolution
of a few microns. Experimental results in this platform were conducted based on the
inspection of free-living microorganism in water samples, where several specimens can
be observed. A goal of this video holographic platform is the 4D imaging (volume over
time), where a single captured video can be repeatedly analyzed for different object-plane
diffraction distances.
Keywords: Digital Inline Holography, Multi-Frame Super-Resolution, Holographic




Imageamento em micro-escala nas ciências da vida por um longo período de tempo tem
sido conduzido por microscópios convencionais, equipados por alguma óptica geométrica
[1]. A história da sua evolução está diretamente relacionada com a necessidade de obser-
vação de estruturas celulares, importantes para as áreas da biologia celular e a medicina.
Com o advento do princípio da holografia em 1948 por Dennis Gabor [1, 2], microscó-
pios por elétrons de alta-resolução foram desenvolvidos, oferecendo uma ampla gama de
investigação não apenas em escala microscópica, mas também para investigação em nano-
escala. No entanto, instrumentos tecnológicos de imageamento em geral podem requerer
uma infra-estrutura bastante avançada, e na maioria dos casos podem acabar sendo restri-
tos a clínicas e hospitais especializados. Conforme representado pela Figura 1.1, embora
de uso laboratorial, o microscópio apresentado não pode ser facilmente portável para ou-
tros ambientes, e necessita de infra-estrutura preparada com baixa iluminação ambiental
para operação.
Especialmente em países em desenvolvimento ou com limitações de recursos, disposi-
tivos de imageamento de baixo custo, confiáveis e de fácil manuseio são requeridos para
o pronto atendimento, tornando-se soluções muito atrativas para o tratamento e diag-
nóstico de uma série de doenças [3, 4, 5]. Estes dispositivos para o pronto atendimento
independente de local e com poucas restrições de operacionalização, são denominados
internacionalmente de dispositivos de Point-of-Care (POC).
Dispositivos de POC tem atraído a atenção da Organização Mundial da Saúde (WHO),
onde algumas premissas básicas foram apresentadas para dispositivos de POC portáteis,
inserindo-se neste caso, dispositivos de imageamento biológico. Estes dispositivos devem
ser de baixo custo, fácil operação e robustos de operação mesmo sob condições adversas
de ambiente [6, 7, 8]. Em termos de efetividade, dispositivos para POC devem operar
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Figura 1.1: Microscópio eletrônico convencional, equipado com lentes e restrito a ambiente
específico de baixa iluminação.
dentro de uma sensitividade clinicamente aceitável, mesmo sem um extensivo treinamento
técnico por parte do operador do dispositivo [9, 10, 11, 12].
Tabela 1.1: Principais diferenças para o diagnóstico em Point-of-Care (POC) e diagnóstico
convencional.
Na Tabela 1.1 as principais diferenças entre o diagnóstico realizado por um dispositivo
POC em relação ao diagnóstico convencional são apresentadas [13]. Estas diferenças são
baseadas nos padrões da Organização Mundial da Saúde, e pode ser observado que tais
necessidades impõem desafios e requerem abordagens inovadoras para a promoção de
tecnologias voltadas ao diagnóstico em POC.
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1.1 Contextualização
Como uma alternativa aos microscópios convencionais, onde fótons no feixe de luz intera-
gem com a amostra a ser analisada e padrões geométricos são capturados por um sensor,
o princípio do imageamento por sombra pode também ser implementado em uma plata-
forma de POC. Imageamento por sombra é uma técnica bastante simples cujo princípio
de trabalho é iluminar espécimens para posterior captura das assinaturas espaciais (som-
bras) com um sensor posicionado no lado oposto [14, 15]. A investigação do espécimen
é então realizada diretamente sobre a superfície do sensor, onde as imagens são obtidas
sem qualquer requerimento de lentes [16, 17, 18]. Pela utilização de um sistema coerente
de iluminação, i.e., pela filtragem dos feixes através de aberturas numéricas na ordem do
comprimento da luz, o princípio da holografia de Gabor pode ser reproduzido. Assinaturas
espaciais são convertidas para padrões de interferência holográfica, de modo que, peque-
nos detalhes morfológicos das amostras são codificados juntamente com as assinaturas de
sombra no sensor.
Desta forma, tecnologias de imageamento sem-lentes podem ser principalmente cate-
gorizadas de acordo com as propriedades temporais e espaciais do sistema de iluminação,
sendo: (a) holografia digital inline (DIH) utilizando um sistema de iluminação coerente;
(b) assinaturas espaciais ou simplesmente imageamento incoerente sem-lentes On-Chip;
(c) uma categoria intermediária entre (a) e (b), denominada de holografia digital inline
parcialmente coerente. Exemplo da influência de diferentes tipos de fonte de iluminação
para o imageamento sem lentes é demonstrado através da Figura 1.2. Em (a), um diodo
de luz branca foi utilizado, onde somente assinaturas espaciais foram projetadas devido
ao fato da luz branca ser composta de diferentes comprimentos de onda. Isso deve-se ao
fato de comprimentos de onda diferentes, ao interceptarem partículas, serem deslocados
para locais distintos no plano imageador, produzindo assim um efeito de esmaecimento
das assinaturas espaciais sobre o sensor. Na Figura 1.2-(b), uma iluminação monocro-
mática, i.e., de mesmo comprimento de onda, foi utilizada, sendo esta composta de um
diodo ultra-violeta com comprimento de onda de 385 nm. Observa-se que, como o com-
primento de onda é o sempre o mesmo, as ondas monocromáticas ao interceptarem a
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(a) White-LED (b) UV-LED (c) Recuperação de fase
Figura 1.2: Diferenças entre assinaturas especiais (white-LED) e holograma (UV-Laser).
partícula tendem a serem projetadas para o mesmo local de acordo com a topologia do
objeto interceptado. O sensor de imageamento desta forma recebe as assinaturas com
maior regularidade, apresentando o efeito de franjas em torno da partícula correspon-
dente às frequências produzidas pelas interferências dos padrões holográficos. Este efeito
é determinado pelas leis físicas da teoria da difração, e quanto melhor a qualidade do si-
nal holográfico produzido, melhores serão os detalhes codificados nos padrões holográficos
[19]. Obviamente, assinaturas holográficas precisam ser decodificadas para o princípio se
tornar prático, e métodos numéricos de recuperação de onda são empregados para perfazer
o caminho realizado pela onda, e obter a morfologia original do objeto interceptado [20].
Na Figura 1.2-(c) o processo numérico de recuperação da onda é demonstrado, através
da decodificação dos padrões holográficos da imagem em (b). Este processo possibilita o
melhoramento significativo na resolução da imagem, uma vez que pela projeção de assi-
naturas espaciais somente pontos difusos podem ser obtidos, não armazenando nenhuma
informação geométrica do objeto. A partir da imagem reconstruída em (c), métodos nu-
méricos de difração de onda podem ser utilizados para recuperar os aspectos morfológicos
da amostra a ser analisada, e então análises quantitativas (forma, categoria) e qualitativas
(número de células, tamanho) do espécimen podem ser realizadas.
Com os recentes avanços na tecnologia em nano-escala, um progresso significativo
em sensores de imageamento baseados em dispositivos de carga acoplada (CCD) e se-
micondutor metal-óxido complementar (CMOS) foram alcançados. Atualmente, sensores
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de imageamento com configurações bastante atrativas em alta-resolução, alta taxa de
amostragem e amplo campo de visão (FOV) estão disponíveis na indústria. CMOS é uma
tecnologia com custo significativamente inferior aos sensores por CCD, e ainda existe uma
grande perspectiva de melhoramento contínuo demandada pela indústria mobile (tablets
e smartphones), uma vez que podem ser facilmente miniaturizados. Estes avanços tecno-
lógicos estão possibilitando o desenvolvimento plataformas portáteis, efetivas e de baixo
custo, de modo que a micro-eletrônica e a micro-fluídica pode ser integrada na mesma
plataforma de imageamento.
Não obstante, melhoramentos computacionais tanto em hardware como software tam-
bém estão contribuindo significativamente para o desenvolvimento de uma nova geração
de dispositivos de imageamento para aplicações de POC. Os sensores recentemente desen-
volvidos possibilitam o acesso ao dado e instruções de uma maneira bastante direta. O
desenvolvimento de métodos computacionais de análise automatizada integrados à aqui-
sição tem se tornados possíveis para uma mesma plataforma. O poder computacional das
modernas unidades centrais de processamento (CPU e GPU) executando instruções em
paralelo estão permitindo o uso efetivo de técnicas de Processamento Digital de Imagens
(DIP) e Reconhecimento de Padrões (RP), previamente restritas por limitações compu-
tacionais. Como exemplo, (i) robustos filtros não-lineares necessários para a redução de
ruído e ao mesmo tempo preservar descontinuidades durante a aquisição podem ser utiliza-
dos durante a aquisição [21][22]; (ii) métodos de segmentação de imagens elaborados para
reduzir o conteúdo e simplificar a imagem de entrada em particionamentos representativos
podem ser integrados na plataforma [21][23], (iii) métodos para a subtração de background
para aplicações em sequências de vídeo [24] podem ser utilizados em aplicações efetivas
de POC. Também aplicações de alto-nível, tal como o tracking de partículas no tempo
[25][26], também podem ser aplicações bastante interessantes não antes desenvolvidas para
POC. Por fim, verifica-se que todos os avanços tecnológicos acima mencionados, combi-
nados com sensores de imageamento estão permitindo o desenvolvimento de poderosos
sistemas de microscopia para operar sem o uso de qualquer lente ou volumosos conjuntos
de componentes ópticos [27], enquanto correspondendo a performance dos microscópios
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convencionais baseados em lentes.
1.2 Motivação e Hipótese
O princípio do imageamento por holografia avançou significativamente desde a sua inven-
ção por Denis Gabor muitas décadas atrás [2, 1]. Embora muitos dos notáveis princípios e
propriedades da holografia foram conhecidos por décadas, aplicações práticas destes con-
ceitos foram restringidos devido aos complexos procedimentos e particularidades requeri-
das para a implementação do equipamento [28]. Com o advento dos modernos sensores de
imageamento para armazenar a informação provida, a holografia digital emerge como uma
poderosa técnica de imageamento para as ciências da vida, possibilitando o imageamento
microscópico de espécimens biológicos [29].
Na literatura existe um significante número de abordagens desenvolvidas sobre o prin-
cípio tradicional da holografia [30, 31, 32]. Em termos de POC, a holografia tradicional
pode apresentar algumas limitações considerando aspectos de miniaturização. Por outro
lado, muitos dos seus conceitos de difração podem ser também trazidos para a hologra-
fia digital inline. Devido a sua simplicidade, a holografia digital inline tem se tornado
preferível para aplicações em POC, e esta pode ser facilmente implementada em uma
plataforma miniaturizada [19]. Outro aspecto que difere a holografia inline é o fato de
que o feixe luminoso utilizado para interceptar a amostra e projetar as assinaturas não é
separado em feixe de referência e objeto, como ocorre na holografia convencional [33].
Uma das principais limitações em qualquer sistema de imageamento diz respeito à
resolução. Resolução é um dos mais importantes aspectos para qualquer sistema de aqui-
sição de imagens, e este é principalmente determinado pelo tamanho do pixel (pixel-size)
utilizado no sensor de imageamento. Por outro lado, verificando do ponto de vista de for-
mação de imagem, análise computacional em baixo-nível pode ser utilizada para melhorar
a qualidade dos hologramas capturados. Técnicas computacionais para melhoramento da
resolução podem ser aplicadas para reduzir alguns dos limites físicos computacionalmente,
através da estimativa de uma imagem de alta-resolução com uma maior densidade de pi-
xels [34, 35]. Na literatura uma imagem em alta-resolução pode ser obtida a partir da
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análise de um único ou múltiplos frames da cena. Para um único frame, aspectos físicos do
sensor devem ser conhecidos previamente, e uma função de espalhamento (point-spread-
function) (PSF) é estimada para convolver a imagem e melhorar os níveis de detalhes
[36, 37]. No entanto, para o caso da holografia inline, onde a formação da imagem é linear
no campo complexo, a estimativa de uma função de espalhamento PSF pode produzir
alguns cancelamentos ou outros efeitos não-lineares [38].
Resolução a partir de múltiplos frames consiste em obter uma imagem de alta-resolução
pelo processo de somatória temporal de consecutivos frames [39, 40, 41]. Este tipo de
melhoramento é possível devido a inconstância do ambiente ou da própria aquisição, onde
variações físicas são introduzidas no tempo tal como ruído, saturação ou picos de gradiente
obtidos das diferentes intensidades capturadas pelas células do sensor.
Na literatura, o uso combinado de imageamento sem-lentes por sombra (assinaturas
espaciais ou holográfica) e computação de super-resolução para plataformas de imagea-
mento para microscopia é verificado. Muitas das abordagens são dedicadas para melhorar
as assinaturas holográficas pela utilização de câmeras de alta taxa de amostragem (frame-
rate) na ordem de mil frames por segundo (fps). Uma pequena varredura em nível de
sub-pixel é obtida, e pequenas intensidades da amostra em movimento são capturados no
tempo. Estas perspectivas são realizadas através de uma pressão constante aplicada na
entrada do canal de micro-fluídica, produzindo um efeito de deslocamento global de toda
a amostra analisada. Embora o elevado custo de aquisição de uma câmera que atenda
requisitos de alta taxa de amostragem e tamanho de pixel reduzido, esta categoria de pla-
taforma de imageameto pode alcançar micro-resolução muito eficientemente [42, 43, 44].
Utilizando um princípio diferente para melhoramento da resolução, em um amplo FOV
de 24 mm2 em um sensor de imageamento convencional, um array de LEDs integrado a
um micro-controlador foi utilizado para deslocar o ponto de foco e consequentemente as
assinaturas holográficas capturadas sobre a superfície do sensor [45, 46]. Uma imagem
de alta-resolução é obtida a partir de um conjunto de 23 imagens de baixa-resolução,
onde registro de imagem e métodos de deconvolução são aplicados para melhoramento da
imagem. A recuperação da informação de onda é realizada através de métodos interativos
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que recuperam os detalhes morfológicos da amostra. De maneira similar, a simulação
do processo de recuperação de pixel obtido a partir de diferentes orientações e posições
é apresentado em [31]. Utilizando um array de 25 LEDs conectados por um sistema de
fibras, a luz é disparada em diferentes pontos da amostra, para compor uma imagem de
alta-resolução.
Outro modelo interessante é o modelo radial tomográfico de escaneamento é apre-
sentado para DIH volumétrica. Um microscópio tomográfico sem-lentes utilizando um
sistema de iluminação parcialmente coerente foi proposto em [29, 47, 48], onde uma pla-
taforma multi-ângulo foi desenvolvida. Utilizando a mesma plataforma, [49, 50] apresen-
tam uma abordagem capaz de realizar a análise volumétrica das trajetórias de amostras
vivas de células reprodutoras masculinas. Duas fontes sequenciais de iluminação com
comprimento de onda variados foram posicionadas em planos verticais e oblíquos. Holo-
gramas em vídeo são obtidos para posterior decodificação e rastreamento das trajetórias
no volume.
No entanto, o que verifica-se, é que por ser uma área bastante recente a quantidade de
campos de aplicação para a DIH é bastante ampla. Outro fato é que uma atenção signifi-
cativa é ainda dada para a escala de instrumentos laboratoriais, mas relativamente poucos
esforços são dados em relação a observação ou dispositivos de imageamento, tais como mi-
croscópios [27]. Neste contexto, plataformas de imageamento sem-lentes são apresentadas
como soluções muito interessantes e estas podem habilitar numerosas possibilidades nas
ciências biológicas. A grande vantagem desta categoria de plataforma de imageamento é
o amplo FOV obtido sem o requerimento de lentes (usualmente a mesma área do sensor),
mesmo com a necessidade de hardware específico composto de sensor de imageamento,
sistema de iluminação e recursos computacionais para análise de imagem.
Nesta tese de doutorado uma plataforma portátil de imageamento sem-lentes para
inspeção biológica é apresentada. Utilizando um sensor de imageamento CMOS conven-
cional e os conceitos da holografia digital inline, aspectos de resolução e holografia em
vídeo serão apresentados e discutidos neste trabalho. Diferentemente das abordagens de
holografia inline para melhoramento da resolução propostas, uma única fonte de ilumi-
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nação é utilizada para imageamento das amostras, de modo que deslocamentos planares
são realizados no topo da plataforma. O processo de registro é realizado em duas etapas:
um alinhamento rápido do conjunto de baixa resolução utilizando métodos baseados em
características, seguido pela otimização em sub-pixel inspirado em modelos variacionais
de energia, onde ocorre a minimização de termos penalizadores. Outro fator motivador foi
e evolução da plataforma inicialmente proposta, baseada em análise estática de amostras
biológicas, para a holografia em vídeo. A holografia em vídeo abre uma janela de várias
aplicações computacionais e biológicas, as quais foram pouco exploradas na literatura até
o presente momento.
1.3 Objetivos
O objetivo geral desta tese de doutorado é a pesquisa e o desenvolvimento de tecnologias
portáteis para o imageamento holográfico sem a utilização de lentes e complexos conjuntos
ópticos, explorando aspectos de melhoramento da resolução de sinais holográficos, bem
como realizar a holografia in-situ em vídeo de micro-organismos.
1.4 Contribuição
Ao término deste documento poderá ser verificado que as principais contribuições per-
meiam o desenvolvimento de (i) plataforma holográfica sem lentes para o imageamento
estático de amostras biológicas humanas com incremento e recuperação da informação
holográfica, e (ii) plataforma para holografia sem lentes em vídeo, com alta taxa de amos-
tragem para o imageamento in-situ de micro-organismos. Para a plataforma baseada
em melhoramento de resolução, um pixel-size virtual com resolução de ≈1µm sobre um
campo máximo de visão de ≈30mm2 é obtido. Para a plataforma holográfica em vídeo,
protozoários, rotíferas, platelmintos, dentre outros micro-organismos podem ser observa-
dos, sugerindo uma resolução espacial na ordem de algumas unidades de µm a uma taxa
máxima de amostragem de 65 frames por segundo.
A área da holografia digital inline é bastante recente, e aspectos de super-resolução
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foram inicialmente publicados em meados de 2012. As principais diferenças da plataforma
holográfica propostas nesta tese é em relação aos aspectos de hardware e aspectos com-
putacionais para processamento das imagens. Especificamente para a plataforma com
melhoramento de resolução, uma única fonte de iluminação é utilizada e deslocada sobre
a base da plataforma. O registro das imagens é realizado pelo alinhamento rápido do
conjunto de baixa-resolução utilizando métodos baseados em características, seguido pela
otimização inspirada em equações de energia baseadas em modelos variacionais de energia
funcional, previamente explorados em [23, 51, 52]. Através do conceito de imageamento
em múltiplos frames, a abordagem proposta foi validada utilizando células humanas re-
produtoras masculinas [53]. Os métodos numéricos de difração escalar utilizados nesta
abordagem possuem a sua fundamentação similar ao processo de decomposição de onda
apresentados pelos Filtros de Gabor [54].
1.5 Estrutura da Tese
• Capítulo 1 - Introdução: descrição geral acerca do contexto inicial da holografia
digital inline, bem como aspectos motivacionais que impulsionaram o desenvolvi-
mento das plataformas propostas. Neste capítulo também é apresentado o objetivo
geral e contribuições do trabalho.
• Capítulo 2 - Holografia Digital e Imageamento Sem-Lentes: neste capítulo os funda-
mentos gerais da holografia serão apresentados, juntamente com a teoria necessária
para a compreensão dos aspectos da teoria de difração e os métodos para a recons-
trução da informação holográfica. Neste capítulo é também apresentada a teoria
originária de Gabor para a holografia, idealizada décadas atrás em seu artigo semi-
nal, bem como aspectos do imageamento sem lentes e trabalhos correlatos descritos
na literatura.
• Capítulo 3 - Plataforma Holográfia Inline Proposta: descreve a plataforma holo-
gráfica sem lentes para imageamento de amostras estáticas com foco em super-
resolução, e a evolução para a plataforma em vídeo holográfico para a inspeção e
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visualização in-situ de micro-organismos. Implementação prática dos métodos para
difração escalar, baseada na convolução de Fresnel, é também descrita ao término
deste capítulo.
• Capítulo 4 - Resultados Experimentais: os resultados experimentais obtidos pela
plataforma holográfica proposta nos aspectos de super-resolução e processamento
em vídeo serão descritos neste capítulo. A plataforma holográfica é então vali-
dada com amostras biológicas humanas de células reprodutoras masculinas, onde
a confirmação microscópica é utilizada. Para a plataforma holográfica em vídeo,
experimentos práticos são realizados com base em amostras de fluído, coletadas em
ambientes residenciais.
• Capítulo 5 - Conclusão e Discussões: conclusões, discussões, considerações finais e
trabalhos futuros serão apresentados ao término deste documento.
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CAPÍTULO 2
HOLOGRAFIA DIGITAL E IMAGEAMENTO SEM-LENTES
Neste capítulo serão apresentados os conceitos gerais relacionados com a holografia digital
e as plataformas de imageamento sem-lentes.
A holografia é uma área bastante ampla, e pode ser categorizada em diversas classes e
áreas de aplicação. A holografia de uma forma geral pode ser vista como uma fotografia
tridimensional, que é obtida sem o uso de lentes e onde a informação topológica do objeto
analisado é armazenada. Este processo consiste na utilização de um feixe de luz ou
laser, o qual interage com um objeto a ser imageado, e suas propriedades tridimensionais
são capturadas por um processo foto-sensível. Outro feixe luminoso com as mesmas
propriedades de comprimento de onda é utilizado como feixe de referência, que interage
com o feixe de objeto, produzindo padrões de interferência no meio foto-sensível. A
imagem tridimensional é obtida quando o objeto é removido juntamente com o seu feixe,
restando somente o feixe de referência iluminando o meio foto-sensível. O resultado é a
visualização do objeto e suas características tridimensionais como se visualizado a partir de
uma janela. Na holografia digital, ocorre a substituição dos procedimentos foto-químicos
de armazenamento por um meio eletrônico, tal como um sensor de imageamento CCD ou
CMOS. Para os hologramas obtidos, métodos computacionais de reconstrução podem ser
utilizados para a recuperação da informação original do objeto, mas sem a interrupção dos
feixes. A grande vantagem da holografia digital em relação à holografia tradicional, é a
possibilidade de imageamento em 4D e em tempo real, a qual não é possível na holografia
tradicional.
O princípio geral da holografia só é possível graças a teoria de propagação e difração
de ondas. Os padrões de interferência produzidos quando um feixe de onda intercepta
obstáculos é muito bem explicado pela teoria da difração escalar e o princípio de Huygens,
descoberto em 1678. Este princípio postula que qualquer obstáculo encontrado pelas ondas
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é uma fonte de ondas esféricas, onde as ondas são emanadas igualmente para todas as
direções. Surge então o princípio da difração, que posteriormente ao longo dos anos foi
aprimorado por notáveis cientistas tais como Fresnel, que postulou os principais aspectos
da difração de ondas. Aspectos de propagação de onda ou frentes de onda são essenciais
para a holografia, onde efeitos oscilatórios produzidos pela mudança de amplitude da
onda, denominados de wavelets, possibilitam caracterizar as propriedades topológicas de
um objeto em padrões de interferência.
A partir da holografia tradicional e com os recentes avanços obtidos na tecnologia de
sensores de imageamento, surge a holografia inline. Embora a holografia inline foi o en-
tendimento mais simples da holografia desenvolvida por Gabor, este conceito só se tornou
prático nos últimos anos. A holografia inline, como o próprio nome sugere, consiste na
projeção direta do feixe de luz sobre o objeto, com um sensor de imageamento posicio-
nado diretamente atrás do objeto. Esta modalidade de holografia apresenta uma série
de vantagens sobre a holografia tradicional, tal como a estabilidade, fácil implementação,
e miniaturização. É caracterizada principalmente para utilização de somente um feixe,
que é utilizado como feixe de referência e objeto sem separação do sinal, diferentemente
como realizado na holografia tradicional. No entanto, por ser inline, apresenta limitações
quanto ao tratamento das imagens virtuais e reais, que são projetadas no mesmo plano,
ocasionando resíduos quando decodificadas por métodos numéricos.
A holografia inline não deixa de ser uma abordagem de imageamento sem lentes. Pla-
taformas de imageamento sem-lentes baseadas em holografia ou em somente assinaturas
espaciais, tem se tornado bastante atrativas para o desenvolvimento de aplicações portá-
teis e miniaturizadas. Tecnologias de imageamento vem sendo aprimoradas e demandadas
a cada dia pela indústria dos portáteis, trazendo uma grande perspectiva de constante
melhoramento nas tecnologias de detectores de imagem. Surge então uma nova área de
aplicação, ditada principalmente pelo imageamento biológico microscópico, onde platafor-
mas de POC vem sendo desenvolvidas. Não obstante, os avanços computacionais também
estão possibilitando a aplicação de muitas técnicas de análise inteligente de imagens, an-
teriormente restritas pelas limitações computacionais, e hoje é possível o desenvolvimento
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de computação completamente embarcada às plataformas de imageamento, provendo aná-
lise automatizada e em tempo-real. Todos estes avanços computacionais e tecnológicos
estão possibilitando o desenvolvimento de poderosos sistemas portáteis de microscopia,
em alternativa aos custosos microscópios ópticos.
2.1 Fundamentos da Holografia
2.1.1 Contextualização
Holografia foi inventada em 1947 por Denis Gabor como um esforço para melhorar a
resolução dos microscópios ópticos existentes [2]. Surgiu basicamente da necessidade de
correção das aberrações esféricas produzidas pelas lentes dos microscópios convencionais,
as quais eram complexas de serem resolvidas à medida que a ampliação da imagem era
realizada. Mesmo com certas correções, microscópios baseados em lentes dependiam muito
da qualidade dos componentes ópticos e da metodologia para fabricar tais componentes.
Não obstante, o limite de difração era imposto como última barreira das leis físicas,
restringindo a habilidade de instrumentos ópticos de distinguir entre objetos separados
por uma distância lateral menor que aproximadamente metade do comprimento da luz,
utilizada para iluminar a amostra. Mesmo com a utilização de sistemas de iluminação
de altas frequências do espectro de luz, um limite de aproximadamente 100 nanômetros
nunca poderia ser ultrapassado por meios ópticos.
Na Figura 2.1 o princípio básico de um microscópio convencional baseado em lentes
é apresentado. De maneira similar aos princípios utilizados na fotografia, a imagem é
formada com base em variações de intensidades capturadas e armazenadas em um meio
físico através de uma placa foto-sensitiva ou digital. Uma fonte de luz (source) é utilizada
para iluminar um objeto de interesse, de modo que ocorra a projeção do sinal no meio
físico de armazenamento. Espelhos são utilizados para direcionar o sinal e também para
possibilitar que o objeto seja imageado em posição horizontal, e lentes são utilizadas para
magnificação do sinal projetado. A imagem resultante é representada somente por con-
trastes e intensidades, e mensurações em planos verticais ou mesmo 3D não são possíveis
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Figura 2.1: Configuração padrão encontrada em um microscópio convencional (adaptado
de LynceeTec – www.lynceetec.com/).
nesse sistema de imageamento.
Gabor trabalhava na empresa British Thomson Houston desenvolvendo e aprimorando
microscópios, quando compreendeu que a difração de padrões em um feixe de elétrons ge-
rada pela interferência de um objeto representava de certa forma a informação completa
da amplitude e a fase deste mesmo objeto. Desta forma, o armazenamento desta difração
de onda poderia ser tipicamente utilizada para sintetizar o campo do objeto. Com es-
tas descobertas, o microscópio de elétrons foi desenvolvido, superando significativamente
a resolução dos microscópios ópticos convencionais. Como o comprimento de onda de
um elétron é algumas dezenas de mil vezes menor que o comprimento de onda de um
fóton de luz [1], um microscópio de elétron possui poder de resolução significativamente
maior que microscópios ópticos, que são limitados pela barreira da difração da luz. A téc-
nica originalmente inventada, denominada de holografia de elétrons, é a mesma utilizada
atualmente nos microscópios que utilizam o conceito de feixe de elétrons.
Na ilustração da Figura 2.2-(a) o princípio de um microscópio holográfico é demons-
trado. Embora a ideia original de Gabor remete-se à holografia digital inline, descrita
nas próximas subseções, o microscópio holográfico possui a mesma base conceitual do
microscópio de elétrons inicialmente inventando. Utilizando um único feixe de elétrons,
um divisor de sinal é utilizado para separar o feixe original em outros 2 feixes: um para
iluminação do próprio objeto, e outro para fornecer um feixe de referência, que será
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recombinado com o feixe do objeto. Pela recombinação de ambos os feixes, padrões de
interferência na fase do feixe são gerados, e as interferências, denominadas de hologramas1
são armazenadas fisicamente. Em seguida, o objeto anteriormente imageado é removido
juntamente com o feixe do objeto, conforme ilustração da Figura 2.2-(b), restando so-
mente o feixe de referência iluminando a placa foto-sensível contendo o holograma. O
resultado é a recuperação de uma réplica original do objeto, codificada nos padrões de
interferência. Se o holograma foi criado com sucesso, o observador será capaz de visualizar
uma imagem idêntica ao objeto original – uma imagem muito semelhante a uma cena que
alguém estaria visualizando em um espelho ou janela, com as mesmas percepções de pro-
fundidade de foco e propriedades tridimensionais. Gabor possibilitou não apenas capturar
as intensidades do objeto original, como em um microscópio convencional, mas também a
informação da fase, reconstruindo a imagem em uma representação completa em terceira
dimensão. Diferentemente de uma fotografia digital, embora a imagem do holograma ser
bi-dimensional, um holograma é verdadeiramente uma imagem 3D com real profundidade
espacial.
O trabalho desenvolvido por Gabor foi de suma importância, encaixando-se como um
novo paradigma de visualização de estruturas microscópicas, e recebendo o prêmio Nobel
mais tarde em 1971 pela sua descoberta. Seu artigo seminal foi publicado em 1948 na
revista Nature, possibilitando aos demais pesquisadores da área o aprimoramento das
técnicas de holografia. Desta forma, Gabor propôs uma nova forma de visualização em
escala microscópica, verificando que o conceito poderia ser tanto aplicado em microscópios
de elétrons, como de luz monocromática desenvolvido anos depois. Este princípio então
foi chamado de holografia, e possui como principal diferencial a habilidade de armazenar
todas as características do campo óptico [1].
Embora a holografia tenha sido desenvolvida anteriormente aos avanços da iluminação
coerente, em meados 1960, com a descoberta do laser, o feixe de elétrons foi substituído
pela luz monocromática. Na mesma época, outros avanços significativos na holografia
foram obtidos através de recursos computacionais, onde Goodman, em 1967, demons-
1Do grego holos (inteiro, todo) e grama (mensagem).
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(a) Microscópio Holográfico
(b) Recuperação do Objeto
Figura 2.2: Configuração padrão de um microscópio holográfico em (a). Pela ausência
do feixe do objeto, a réplica do mesmo objeto é obtida em (b) (adaptado de LynceeTec –
www.lynceetec.com/).
trou a holografia em meio eletrônico [20]. Uma câmera digital foi utilizada como meio
eletrônico de armazenamento, e um computador foi utilizado para reconstruir imagens
com uma boa qualidade de resolução. Goodman demonstrou a viabilidade de reconstruir
imagens holográficas através de cálculos numéricos, trabalhando com a reconstrução di-
gital de hologramas pelo princípio de Gabor. A propagação dos campos ópticos pode
ser completamente descrita pela teoria da difração com bastante precisão, o que permite
a reconstrução numérica da imagem como representação de números complexos da fase
e da amplitude do campo óptico. Uma grande vantagem da holografia digital além de
possibilitar o imageamento 4D em tempo real, é que a partir de um simples holograma é
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possível focar numericamente a imagem a qualquer distância [28]. Do holograma digitali-
zado, é possível analisar a informação espaço-tempo da amostra imageada quantas vezes
forem necessárias, como se o volume original ainda estivesse presente. Surge desta forma
a holografia digital, onde o padrão de interferência holográfico é gerado opticamente pela
superposição do feixe do objeto e do feixe de referência, digitalmente amostrados por um
sensor de imageamento, e sem a necessidade de remover o feixe do objeto.
Em meados da década de 90 houve uma melhora significativa nos sensores de captura
de imagens. Embora ainda não apresentassem uma alta densidade de pixels, já vinham
sendo utilizados para aplicação do imageamento por sombra, de modo que assinaturas
espaciais eram capturadas sob certas restrições de resolução. Um dos trabalhos pionei-
ros onde um setup holográfico utilizando um sensor CCD conectado a um computador
como entrada foi proposto em 1994 [55]. Em 1996, a tomografia microscópica óptica foi
proposta utilizando um sistema de iluminação de baixa coerência e um sensor CCD com
512x768 pixels [56]. Neste trabalho uma resolução de 30µm foi obtida utilizando métodos
numéricos para a reconstrução de imagens holográficas. Tipicamente sensores CCD foram
inicialmente utilizados para tal finalidade, e mais recentemente sensores por CMOS fo-
ram e continuam sendo utilizados para capturar e digitalizar um padrão de interferência
holográfico [28]. O pixel-size destes dispositivos é na ordem de alguns micrômetros, e
estes parâmetros são atualmente os maiores fatores limitantes na resolução da holografia
digital. Na holografia, quanto maior a qualidade e quantidade das franjas nas ondas,
melhor é o resultado obtido pela reconstrução numérica, logo o tamanho do pixel-size é
de fundamental importância na holografia digital. Em meados de 2000, com a expressiva
melhora nos sensores CCD e re-invenção dos sensores CMOS, uma série de empresas com
foco em imageamento holográfico acabaram emergindo.
A holografia nos dias atuais pode ser considerada bem desenvolvida. Na holografia
tradicional ou digital, a holografia segundo Gabor é compreendida de dois passos: (i)
obtenção do holograma, e (ii) reconstrução ou decodificação por inversão do caminho
percorrido pela luz, fisicamente ou numericamente. Foi também compreendido que o uso
de estruturas não planares no feixe de referência tem direcionado a várias manipulações
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na saída holográfica, como por exemplo, a magnificação do sinal. A holografia também
possui aplicações não somente na microscopia, mas também na holografia de propósito
geral, denominada de holografia tradicional.
2.1.2 Teoria da Difração
Difração é um dos efeitos produzidos quando uma onda ou feixe de luz intercepta objetos
ao longo do seu caminho. Na representação2 da Figura 2.3, uma onda qualquer ao colidir
com uma partícula, tende a produzir efeitos distintos sendo principalmente categorizados
em quatro tipos: reflexão, refração, absorção e difração. Uma parcela das ondas tendem
a refletir de acordo com ângulo de entrada ao atingir a superfície do objeto, e algumas
destas ondas são repelidas para o sentido oposto. Outras ondas, devido a transparência
e opacidade do objeto podem apresentar a refração com seu ângulo de saída alterado,
dependendo das propriedades ópticas e o índice de refração das partículas. No caso da
refração, a luz pode ainda apresentar aspectos distintos de acordo com o tamanho das
partículas: pode ser absorvida para as partículas opacas, e re-radiadas para diferentes
direções e/ou apresentarem menos significância no caso de partículas maiores. Outro
efeito bastante importante obtido pela colisão de ondas ou feixes em partículas é o efeito da
difração. A difração ocorre principalmente quando a onda colide com as laterais do objeto,
produzindo uma pequena variação do seu ângulo de saída. De maneira similar ao efeito
da reflexão, a difração ocorre nas superfícies de uma partícula, sendo particularmente útil
para capturar a informação de topologia do objeto interceptado pelo efeito de dobramento
da luz.
No campo da óptica, a difração é utilizada em diversas aplicações, pois leva em con-
sideração propriedades geométricas dos objetos codificados em padrões de interferência.
Difração pode ser descrita ainda como as várias divergências que são encontradas no com-
portamento da luz quando obstáculos são encontrados, e similarmente na física clássica,
como a flexão aparente da onda entorno de pequenos obstáculos. Especialmente para o
caso de pequenas aberturas cujo diâmetros são na ordem do comprimento de onda da luz,
2Adaptado de http://www.horiba.com
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Figura 2.3: Feixe de luz interceptando uma partícula, onde quatro efeitos podem ser
verificados: difração, refração, reflexão e absorção.
a difração atua com o efeito de dobramento da onda. Isso ocorre porque o impacto da
onda no obstáculo produz uma distorção na frente da onda, e o formato do obstáculo irá
proporcionar características distintas na propagação da luz. Para exemplificar, a onda ao
atingir aberturas em formatos circulares tende a produzir efeitos de interferência diferen-
tes dos produzidos quando uma abertura retangular é utilizada, uma vez que os caminhos
percorridos pelos feixes serão distintos para ambas as formas geométricas.
O efeito da difração pode ser percebido na natureza, e ocorre praticamente com todos
os tipos de ondas incluindo ondas sônicas, aquáticas, e eletromagnéticas assim como radio,
raios-X e a luz visível. O princípio da difração possui relação com as propriedades de
transporte de energia realizada pelas ondas de um ponto a outro no espaço, possuindo
similaridade com o princípio da interferência. O formalismo da difração também pode
descrever a forma com que as ondas de extensão finita propagam-se em um espaço livre
de obstáculos. Efeitos similares de propagação de luz ocorrem quando uma onda viaja
através de um meio, cujo índice de refração é variado conforme visto anteriormente, ou
mesmo quando uma onda sonora encontra um meio com variada impedância acústica.
A propagação de ondas pode ser descrita através do princípio de Huygens-Fresnel,
especificamente desenvolvido para o problema de propagação de ondas tanto para difração
em campo-curto quanto longas distâncias. O princípio de Huygens-Fresnel fornece uma
boa base de entendimento e predição do efeito de propagação de ondas de luz. O princípio,
inicialmente descoberto por Huygens em 1678, é baseado na ideia de que cada ponto
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Figura 2.4: Mudanças de comportamento para ondas planares quando aberturas ou obs-
táculos são encontrados. Em (a)–(b) ondas de menor comprimento são utilizadas em
relação às ondas de maior comprimento demonstradas em (c)–(d). Em (e) caso particular
para múltiplas aberturas numéricas e efeito produzido pela interferência da luz.
encontrado gera um distúrbio luminoso, que torna-se fonte de uma nova onda esférica.
Estes pontos podem ser encontrados em cada frente de onda, e estes pontos irão propagar
em todas as direções gerando ondas secundárias de maneira rectilinear. Através disto é
possível verificar que frentes de ondas são criadas a partir de interferências entre novas
ondas, geradas a partir de frentes de ondas criadas em um momento anterior. A soma das
ondas secundárias também determina a forma da onda em qualquer tempo subsequente.
Huygens assumiu que as ondas secundárias avançavam apenas em uma única direção,
formando a base da propagação de ondas planares (lineares) e esféricas. Em 1816, Fresnel
demonstrou um novo princípio, que combinado com o princípio original de Huygens explica
o princípio da difração e como a propagação rectilinear ocorria com a colisão em objetos.
Os diferentes efeitos da propagação de ondas ou feixes de luz propostos por Huygens-
Fresnel podem ser verificados através da Figura 2.4. Neste exemplo, frentes de ondas
planares com comprimento de onda λ distintos são disparadas contra obstáculos ou aber-
turas numéricas. Em (a) e (b) feixes com o mesmo comprimento de onda foram utilizados
em aberturas numéricas de diferentes tamanhos, onde é possível verificar a influência
da abertura em relação à onda produzida na saída. Aberturas numéricas de tamanho
relativamente maiores que o próprio comprimento da onda tendem a apresentar pouca
influência no padrão da onda produzida na saída da abertura, conforme ilustrado em (a).
Embora as ondas tenham sofrido alguma alteração de ângulo, ainda continuam proxima-
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mente planares especialmente no seu centro de propagação, tal como sua onda de origem.
Quando aberturas numéricas com diâmetros próximos do comprimento da própria onda
são utilizadas, as ondas tendem a sofrerem mais pelo efeito de dobramento da luz, pro-
duzindo ondas esféricas na saída da abertura conforme demonstrado em (b). Ondas de
maior comprimento são demonstradas na Figura 2.4 em (c) e (d). Em (c) uma abertura
numérica de tamanho similar à demonstrada anteriormente em (a) é apresentada. Devido
ao comprimento maior da onda, o efeito de dobramento é possível de ser obtido nesta
abertura numérica, diferentemente quando ondas de menor comprimento são utilizadas.
Em (d), um outro efeito bastante distinto é verificado pela representação de um obstáculo
e uma onda planar que o intercepta. Neste exemplo, diferentemente de uma abertura
numérica, a onda sofre efeito de dobramento somente no lado onde ocorre a interceptação
com a superfície. Isto demonstra a capacidade das ondas em produzirem diferentes efei-
tos quando obstáculos são encontrados, e mantendo seu comportamento de propagação
normal quando livre destes. Outro efeito particular é demonstrado em (e), quando a onda
encontra duas aberturas numéricas espaçadas entre si.
Similarmente ao exemplo demonstrado na Figura 2.4-(b), ondas planares são converti-
das em ondas esféricas, cada qual com seu ponto de origem, de maneira que ao colidirem
entre si na saída das aberturas, efeitos complexos de dobramento são produzidos pela
super-posição e colisão das ondas vindas de diferentes direções. A partir desta carac-
terística de propagação, as wavelets podem ser combinadas, deslocadas, multiplicadas
e integradas, e conhecendo o seu comportamento, diferentes frentes de onda podem ser
recriadas. De uma maneira geral, efeitos de difração são mais sensíveis para maiores com-
primentos de onda, e/ou quando aberturas numéricas bastante reduzidas são utilizadas.
No entanto, o princípio de Huygens pode ser visto como uma consequência de um meio de
propagação isotrópico, de modo que todas as direções são de igual importância, e qualquer
distúrbio criado em uma suficientemente pequena região neste espaço, irá propagar a par-
tir deste ponto para todas as direções de forma radial. Por sua vez, ondas criadas a partir
do distúrbio também serão propagadas para outras regiões, apresentando super-posição
com demais ondas produzindo complexos padrões de interferência.
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Figura 2.5: Difração de uma onda monocromática com comprimento de onda λ a partir
do plano de entrada Σ0 e o plano de destino Σ. Ao longo de z, a onda intercepta uma
partícula esférica, projetando interferências no plano de destino.
Na Figura 2.5 o processo de difração realizado com ondas planares ou esféricas partindo
do plano Σ0 em direção a Σ é ilustrado. A distância entre ambos os planos é representado
por z, e λ corresponde ao comprimento da onda utilizada. Ao longo de z uma partícula es-
férica é encontrada, produzindo através da difração os padrões de interferência projetados
no plano Σ.
Para o contexto da holografia, a capacidade de discriminação da superfície de uma
partícula torna o efeito de difração particularmente único. Idealmente, a difração da luz
deve ocorrer somente a partir de um único ponto, tal como demonstrado na figura ante-
rior, embora hajam pesquisas onde pontos de diferentes fontes são utilizadas para obter
resultados diversificados. Esta aplicação é possível porque a propagação de ondas resulta
em um conjunto de frentes de onda, que quando interceptadas por objetos produzem uma
memória holográfica correspondente às interferências dos padrões das topologias analisa-
das. Estas interferências podem ser analisadas reversamente com a utilização de métodos
numéricos de difração, possibilitando a recuperação da forma original do objeto.
O fenômeno de difração também ocorre em nível atômico, uma vez que a difração
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também ocorre na matéria e pode ser verificada através dos princípios da mecânica quân-
tica. A resolução de um microscópio óptico é de certa forma limitada pela difração, uma
vez que além do limite de difração o microscópio não consegue manipular adequadamente
a luz. A partir deste ponto de vista, claramente a difração e os aspectos de resolução
de microscópios ópticos são sempre proporcionais ao comprimento da luz utilizada. No
entanto, microscópios de elétrons, conforme apresentado anteriormente por Denis Gabor,
conseguem melhorar significativamente a resolução no processo de aquisição pelo princí-
pio da dualidade partícula-onda3. Este princípio postula que cada partícula possui um
comprimento de onda equivalente, fazendo com que estas apresentem as propriedades de
ondas. Isto é possível devido ao fato de o comprimento de onda dos elétrons ser dezenas
de milhares de vezes menor do que o comprimento de onda da luz visível [1]. Com isto,
resolução em nano escala é obtida, uma vez que é possível focar o feixe de elétrons muito
mais precisamente que um feixe de luz.
2.1.3 Métodos de Difração Escalar
Cálculo de difração é o processo de encontrar soluções computacionais para o problema
da fase produzido pelo efeito aparente de dobramento de uma onda de luz quando obs-
táculos e aberturas numéricas são interceptadas. A teoria da propagação e difração de
campos eletromagnéticos possui uma longa história de desenvolvimento, e seus cálculos
são utilizados em uma ampla gama de aplicações da óptica tais como geração compu-
tacional de hologramas, holografia digital, microscopia, codificação e decodificação em
imagens, análise tridimensional em dispositivos ópticos, dentre outras [57]. De maneira
superficial, uma abordagem prática para a teoria da difração escalar é utilizar por base a
difração de Fresnel, que é conhecida pela sua precisão em uma variada janela de configura-
ções. Precursores da holografia digital utilizaram a óptica de Fourier e então uma simples
transformada pode ser utilizada para realizar a reconstrução dos padrões de interferência
holográficos [28].
3Dualidade partícula-onda propõe que cada partícula elementar exibe suas próprias propriedades de
ondas.
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Figura 2.6: Difração do logo UFPR que está localizado no plano de entrada Σ0 e projeção
das interferências no plano de destino Σ localizado a uma distância z.
Existem diferentes métodos especificamente desenvolvidos para calcular numerica-
mente a difração de um campo. Na óptica de Fourier, cálculos de difração podem ser
categorizados em difração baseada em convolução ou baseada na transformada de Fou-
rier, entre um plano de abertura Σ0 e o plano de destino Σ, conforme representado an-
teriormente pela Figura 2.5, onde padrões de interferências esféricas foram produzidos.
Um exemplo mais complexo de difração é demonstrado através da Figura 2.6, produzido
computacionalmente pela difração de Fresnel descrita mais adiante. Ondas interceptam
o padrão UFPR produzindo os efeitos de difração sobre o plano Σ, que está localizado a
uma distância z. Como pode ser verificado através das áreas em destaque, a entrada do
feixe de luz no padrão produz sinais de interferências que dependem do tamanho e forma
do objeto interceptado. Na área em destaque no canto superior direito, os padrões do ob-
jeto apresentam menor largura em relação ao correspondente da letra U , onde diferentes
formas de difração podem ser observadas conforme a propagação do feixe ocorre.
A reconstrução do sinal a partir dos padrões de interferência ocorre através da retro-
propagação, com o processo reverso percorrido pelo feixe luminoso. Este processo requer
a análise dos padrões de interferência por meio da matemática discreta [58], e em geral a
transformada discreta de Fourier (DFT) pode ser eficientemente utilizada para calcular a
difração. As abordagens mais comuns para a reconstrução tem sido a convolução de Huy-
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gens, também denominada de difração direta de Fresnel por convolução, a transformada
de Fresnel por Fourier, e mais recentemente o Método do Espectro Angular (ASM). Os
métodos anteriormente descritos são os mais utilizados devido ao fato de serem apropri-
ados para reconstruções de distâncias curtas a longas.
2.1.3.1 Convolução de Fresnel (Huygens)
A difração pode ser formulada a partir da teoria da propagação de ondas esféricas proposta
por Huygens. Através desta teoria, Fresnel propôs a fórmula para o problema geral da
difração em uma abertura bi-dimensional. Considere a difração a partir de uma abertura
numérica em sentido a um campo de entrada E0(x0, y0) do plano Σ0 (z = 0), de modo que
as interferências são propagadas até o campo de saída E(x, y, z) do plano Σ, separados a
uma distância z conforme ilustrado pela Figura 2.6. A equação que define a difração de
ondas pode ser definida por [59]:








a qual é equivalente a [28]








(x − x0)2 + (y − y0)2 + z2
?
. (2.2)
O comprimento da onda é definido por k = 2π/λ, e r é a distância de um ponto em Σ0 e seu
correspondente em Σ, deslocado por um fator de ângulo. A integral para a difração acima
apresentada pode ser representada na forma de uma convolução E(z, y; z) = E0 ? SH =
F−1{F{E0} · F{SH}}, onde [·] e F−1 denotam a convolução e a transformada inversa de
Fourier, respectivamente. F{E0} e F{SH} são as transformadas de Fourier dos campo de
entrada e na resposta do impulso, e SH é a função PSF correspondendo a wavelet esférica
de Huygens como sendo [59]:











(a) Plano de Entrada
(b) Difração em z = 5k (c) Difração em z = 10k (d) Difração em z = 30k
(e) Gradiente de (b) (f) Gradiente de (c) (g) Gradiente de (d)
Figura 2.7: Difração pela convolução de Fresnel do plano de entrada em (a), considerando
diferentes distâncias de planos.
Na forma discreta, a convolução de Fresnel pode ser solucionada pela utilização de
três transformadas de Fourier, onde a imagem reconstruída possui as mesmas dimensões
da imagem de holograma. Na Figura 2.7 o holograma computadorizado gerado através
da difração de uma onda monocromática é representado pela convolução de Fresnel. Em
(a) padrão de entrada no campo de entrada Σ0. Em (b), (c) e (d) difração no campo de
saída Σ computados a diferentes distâncias, sendo z = 5k, 10k, 30k, respectivamente. Em
(e), (f) e (g), gradientes dos hologramas obtidos foram computados com o objetivo de
melhor visualização do efeito da difração. Pode ser verificado a influência da distância z
do plano de saída na geração dos hologramas e efeito de propagação da onda. Parâmetros
utilizados para a geração dos hologramas foram λ = 385nm, com um pixel-size de 1.67µm,
e resolução da imagem de entrada de 624x408 pixels.
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2.1.3.2 Transformada de Fresnel
A transformada de Fresnel é o método mais amplamente utilizado e popular na holografia
digital devido a sua eficiência computacional [60]. A transformada de Fresnel é utili-
zada para desenvolvimento teórico da difração [59], sendo mais difundida para realizar
aproximações paraxiais. No entanto, para ondas esféricas a transformada de Fresnel é
válida dentro de uma distância mínima z3 ? k
8
[(x − x0)2 + (y − y0)2]2max, e a função de
espalhamento PSF de Fresnel é dada por:











Com base no PSF de Fresnel, uma única transformada de Fourier pode ser utilizada
para calcular a difração. Isto se deve ao fato da frente de onda ser esférica e ser aproxi-
madamente parabólica [59], e o campo de difração pode ser expresso através de




dxdyf (x, y) exp [−i(kxx + kyy)] , (2.5)
com kx = k xz e ky = k
y
z
sendo frequências espaciais, e na sua forma discreta sendo
composta por:






F{E0(x0, y0)SF (x0, y0; z)}[kx, ky], (2.6)
Numericamente, a transformada de Fresnel requer uma simples transformada de Fou-
rier, sendo eficientemente implementada através da transformada rápida de Fourier (FFT)
[28]. Conforme representação ilustrada na Figura 2.6, x0 e y0 é a área do campo de entrada
E0, a qual é amostrada em um array Nx por Ny com pixel-size correspondendo a ∆x0 e
∆y0. O campo de saída é outro array com as mesmas dimensões do array de entrada com
Nx por Ny, mas o pixel-size ∆x e ∆y da imagem reconstruída pode variar de acordo com
a distância de reconstrução z.
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2.1.3.3 Método do Espectro Angular
O método do Espectro Angular (ASM) é uma abordagem alternativa para descrever a
difração pela decomposição plano-onda, sendo que é uma técnica utilizada para modelar
a propagação através da expansão de uma onda complexa em somatórios finitos de planos
de onda [57]. Dado o campo inicial E0(x0, y0) localizado no plano de entrada Σ0, o espectro






dx0dy0E0(x0, y0) exp [−i(kxx0 + kyy0)] , (2.7)
o qual descreve a amplitude de vários componentes de plano-onda para um determinado
padrão de entrada no campo inicial. Logo, o campo de entrada é a transformada inversa






dkxdkyA0(kx, ky) exp [i(kxx0 + kyy0)] . (2.8)
Na Equação 2.8, k = (kx, ky, kz) é definido como um vetor de onda, que é conjugado
com um fator exponencial de fase descrito pela projeção de um plano de onda (x0, y0).
Sendo que k pode ser definido por kz =
?
k2 − k2x − k2y , o campo de entrada E0(x0, y0)
pode ser visto como a projeção de diversos componentes de plano-onda propagando em
várias direções k. Isto porque um holograma complexo e os campos de onda em Σ0 e Σ
são considerados superposição dos planos de onda com os vetores de onda k [60]. Após a
propagação sobre z, cada componente de plano-onda adquire um fator de fase exp(ikzz),
e a seguinte função PSF pode ser utilizada [59]:









k2 − k2x − k2yz
??
[x, y]. (2.9)
A partir da função SA, a convolução pode ser computada a partir do plano de entrada
E0 ? SA, e o método do espectro angular pode ser obtido através de 2 transformadas de
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Fourier segundo [59]:





k2 − k2x − k2yz]
?
[x, y]. (2.10)
O método do espectro angular é baseado em convolução, que utiliza a transformada
de Fourier e a sua inversa em sequência, tal como realizado pelo método baseado na
convolução de Huygens. Desta forma, ASM possui o mesmo limite de distância máxima
em z mantendo o mesmo pixel-size para as imagens reconstruídas.
2.1.3.4 Comparação dos Métodos de Difração Escalar
Embora alguns métodos apresentem resultados bastante similares entre si, algumas dife-
renças numéricas podem ser verificadas. Primeiramente, todos os métodos mencionados
somente podem realizar reconstruções apenas em planos paralelos ao holograma [61], o
que está inserido no contexto da holografia digital inline.
A transformada de Fresnel é válida para o caso paraxial através da propagação de
ondas esféricas, e requerer uma aproximação parabólica da frente da onda para computar a
difração. Como a onda não é planar, configurações mínimas e máximas de z são requeridas
para que a onda atinja a superfície do sensor de imageamento integralmente, de modo
que os hologramas gerados não sejam maiores do que a própria área do sensor.
No entanto, existe uma crescente demanda de maneiras de mensurar objetos com
grandes aberturas numéricas ou causando altas ordens de difração devido aos objetos
não estarem localizados na região paraxial [60]. A difração pela transformada de Fresnel
utilizando uma única transformada de Fourier é válida para longas distâncias de z entre
os planos Σ0 e Σ.
A convolução de Huygens pode ser resolvida por meio de três transformadas de Fourier,
e é adequada para resolver a difração em distâncias curtas entre Σ0 e Σ, e é analiticamente
bastante similar ao método do espectro angular.
Algumas particularidades e diferenças existentes nos métodos de difração descritos são
resumidas pela Tabela 2.1, onde aspectos de distância de operação, tamanho do pixel-size
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no plano Σ e memória requerida para execução são apresentadas. O método do espec-
tro angular, também conhecido como método de expansão de plano-onda, é baseado na
propagação planar de ondas, sendo que a amostragem das ondas nos pixels do sensor
de imageamento são invariantes a distância mínima de z. Esta invariância faz com que
o método ASM não apresente nenhuma limitação quanto a distância de operação, dife-
rentemente da transformada de Fresnel e da convolução de Huygens [58]. Em termos de
implementação, o método do espectro angular é um algoritmo baseado em convolução que
usa as transformadas direta e inversa de Fourier sucessivamente, similarmente ao método
de convolução de Huygens.
Tabela 2.1: Comparação dos métodos de difração.
Difração Distância Pixel-size Σ FFT’s Memória
Convolução de Fresnel (Huygens) Curta/Média ∆x∆y 3 2N x 2N




1 N x N
Método do Espectro Angular Curta ∆x∆y 2 2N x 2N
Outra vantagem do método do Espectro Angular e mesmo da Convolução de Huygens
diz respeito ao fato da operação realizada ser tipicamente uma convolução, o que faz com
que a escala necessária na transformada rápida de Fourier se anule. Por fim, a frequência
espacial do kernel de propagação do ASM é diretamente proporcional à distância de
propagação [62]. Desta forma, quanto mais próximo um objeto estiver localizado do
detector, mais precisa poderá ser a reconstrução com uma variação lenta do kernel de
propagação. A difração pelo método do espectro angular pode ser resolvida por duas
transformadas de Fourier, e é adequada para difrações em distâncias curtas entre os
planos Σ0 e Σ.
2.1.4 Relação com Wavelets do Filtro de Gabor
Filtro de Gabor é uma abordagem bastante interessante para a decomposição de um sinal
em um conjunto de orientações e amplitudes de onda [54]. Foi desenvolvido em 1946, e
apresenta relações diretas com o processamento dos sinais de interferências holográficas.
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No contexto da holografia, pode ser utilizado para interpretação e classificação de um
sinal holográfico, sem a necessidade de aplicação de difração numérica, e no processamento
digital de imagens, o Filtro de Gabor é um dos descritores de informação de onda mais
eficientes existentes na literatura, e pode ser utilizado para a extração de características
em uma imagem. A decomposição do sinal é extraída da imagem a partir de um conjunto
de funções base, as quais compõem o banco de filtros de Gabor (denominados de Gabor
filter bank ). Cada função base no Gabor filter bank é modulada por uma orientação
e escala específicas, e um processo de convolução dos filtros com uma imagem produz
respostas nas posições onde a estrutura local se adapta aos critérios do kernel analisado.
Pela variação de escala e orientação, uma ampla variedade de filtros podem ser aplicados,
de modo que diferentes sinais de onda podem ser extraídos de uma imagem.
Devido a sua simplicidade, esta abordagem tem se tornado bastante popular como
um intuitivo framework para a extração e discriminação de texturas [63]. Filtros de
Gabor ganharam rapidamente importância na comunidade científica, mais especificamente
devido aos estudos na área de neurociência: os estudos das propriedades das ondas e suas
conexões com a percepção humana tiveram início significativo com os trabalhos de John
Daugman em 1985 [64], onde observou-se que as células existentes no córtex visual do
cérebro de mamíferos podem ser modeladas a partir de funções de Gabor. Em meados de
1990, Perona e Malik [65] propuseram um modelo de percepção de frequências de onda
para texturas, o qual é baseado nos estágios iniciais da percepção humana apresentados
por Daugman. Este modelo de representação de texturas objetiva a decomposição de
uma imagem de entrada em uma série de sinais com diferentes orientações e amplitudes.
Etapas subsequentes deste processo são aplicadas para a discriminação das texturas em
diferentes regiões, tal como não-linearidade e modelos de integração de energia. De uma
forma geral, o modelo de Perona e Malik, baseado originalmente nos estudos de Gabor,
pode ser obtido numericamente a partir de 3 estágios:
• (a) um banco de filtros simétricos lineares (Gabor Filter bank ) é aplicado sobre uma
imagem de entrada I , decompondo o sinal em uma série de respostas sensíveis à
orientação e frequência. Em geral todos os filtros podem ser generalizados por uma
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(a) Wavelet ? (b) Wavelet ?
Figura 2.8: Partes reais e imaginárias de uma Wavelet.
única onda mãe com diferentes rotações e dilatações;
• (b) processo de não-linearidade para a supressão das respostas fracas em cada res-
posta do Gabor filter bank ;
• (c) detecção da fronteira da onda e delimitação da região por meio de técnicas de
integração da energia local (clusterização, filtro de Gaussiana, etc).
O primeiro estágio detalhado em (a) é conhecido por abordagem de filtragem em
multi-canal (multi-channel filtering approach), o qual corresponde aos estágios primários
da percepção humana [65]. Quanto a filtragem de frequências de onda em multi-canal, um
dos trabalhos mais relevantes foi apresentado também por Jain [66], onde um algoritmo de
representação de texturas para processamento de informação visual foi modelado. Neste
trabalho, Jain observou a energia espectral das frequências de ondas através da decompo-
sição por filtros de Gabor, uma vez que as texturas podem ser dependentes de escala. A
abordagem de filtragem em multi-canal considera os canais como um banco de filtros de
Gabor bi-dimensionais. Um Gabor filter bank consiste de um conjunto de filtros corres-
pondendo a uma onda planar senoidal com frequências e orientações pré-determinadas,
cada um modulado por uma função Gaussiana. No domínio de espaço, um filtro de Gabor
é dado por:











cos(2πu0x + φ). (2.11)
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Figura 2.9: φ = 0 (cima – ?) e φ = π/2 (baixo – ?) para diferentes faixas de σ.
onde u0 e φ correspondem respectivamente a frequência, e o off-set da fase (em graus)
da onda planar senoidal ao longo da axis x (orientação 0◦). Se φ = 0 a parte real (?)
do filtro de Gabor é obtida apresentando a propriedade de simetria (even-symmetric), e
φ = π/2 retorna a parte imaginária (?). O desvio padrão σ determina o tamanho linear
do respectivo campo Gaussiano ao longo das axis x e y. Na Figura 2.9 os efeitos dos
parâmetros φ e σ podem ser verificados.
Diferentes orientações podem ser obtidas por meio de uma rotação rígida do sistema
de coordenadas x-y com um valor de ângulo pré-definido por θ, conforme segue:
x = x0cos(θ) + y0sin(θ), y = y0cos(θ)− x0sin(θ). (2.12)
Tipicamente, um Gabor Filter Bank é composto de 4 diferentes orientações e 3 dife-






} e σ variando de acordo com o tamanho do domínio
da imagem. Entretanto, as decomposições podem também ser definidas arbitrariamente,
tal como no exemplo da Figura 2.10, onde o Gabor filter bank foi produzido através de
seis orientações distintas, a cada φ = 30◦ para faixas de escala. O objetivo principal desta
representação é observar as propriedades de cobertura e extração das características de
onda ao longo de diferentes configurações da onda senoidal.
Com o objetivo de determinar uma melhor configuração para o Gabor filter bank,
Jain propôs o uso de um conjunto de filtros que é obtido de acordo com a dimensão da
imagem (número de colunas) objetivando desta forma cobrir a imagem de entrada quase
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Figura 2.10: Exemplo de banco de filtros de Gabor com σ = [1 − 10] e θ = [0 − 180]◦ –
parte imaginária.
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na totalidade. A dimensão da imagem, neste caso, determina as faixas de variações de
frequências (denominado de número de ciclos por imagem), enquanto que as orientações
podem ser definidas em diferentes faixas4.
Para computar o números de ciclos necessários para decompor uma imagem, Jain leva
em consideração a dimensão da imagem. Considere Nc sendo a largura em pixels de uma


















onde i=1,2,..., log2(Nc/8), de modo que 0 < FL(i) < 0.25 e 0.25 ≤ FH(i) < 0.5. Se consi-
derar como exemplo prático de uma imagem de 481x321, haveriam 12 possíveis valores de
frequência, que aplicados em 6 orientações resultariam em 72 canais/filtros de informação.
2.2 Holografia de Gabor Inline
O novo princípio microscópico proposto inicialmente por Denis Gabor é o mais simples
dos entendimentos possíveis para a holografia [2]. Denominado de holografia inline, esta
simples técnica requer apenas uma fonte de luz coerente, uma abertura numérica, um
objeto a ser imageado e um sensor de armazenamento das intensidades. Nesta forma de
holografia interferências são produzidas pela utilização de um único feixe de iluminação,
sem a separação em feixe de referência e feixe de objeto, comumente utilizado na holografia
convencional. Em geral, ondas esféricas de luz partem de uma abertura numérica em
direção ao objeto, e interferências são capturadas em um plano localizado diretamente
atrás do objeto. A representação esquemática da holografia inline de Gabor é apresentada
através da Figura 2.11 – adaptada de [69]. Um laser L é utilizado para disparar ondas
monocromáticas em uma abertura numérica P (pinhole), fazendo com que as ondas sejam
curvadas conforme as leis da teoria da difração. Ao cruzarem a abertura numérica, ondas
4Jain utilizou quatro orientações em seu trabalho, sendo 0◦, 45◦, 90◦, 135◦. Outros trabalhos sugerem
orientações variando a cada 30◦ para uma melhor separabilidade da onda.
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esféricas são dissipadas a partir de um ponto em comum, que interceptam o objeto O
ao longo do eixo z. É importante observar que algumas ondas que não interceptarem
O continuarão prosseguindo até atingirem o sensor C, e estas ondas que não sofreram
alteração são denominadas feixe de referência. Ondas que interceptarem O produzirão
padrões de interferência holográficas, que também serão projetadas no mesmo plano C,
sendo denominadas de feixe do objeto, muito similarmente ao que ocorre na holografia
convencional. O holograma obtido a partir deste processo apresenta uma amplitude de
onda equivalente à A(r) = Aref (r)+Ascat(r), onde Aref e Ascat são as ondas de referência
e dissipadas pela interferência com o objeto, respectivamente, sob um raio r da abertura
numérica [69]. A intensidade do holograma também pode ser obtida a partir da amplitude
I(r) = Aref (r)A
∗




ref (r)] + Ascat(r)A
∗
scat(r), (2.14)
onde o primeiro termo corresponde à intensidade das ondas não dissipadas do feixe de
referência, os próximos dois termos entre [.] correspondem à interferência produzida entre
as ondas de referência e dissipadas, e o último termo corresponde à intensidade das ondas
dissipadas do objeto O [69].
Embora hajam diferentes denominações e configurações para a holografia inline, Kreu-
zer [19], um dos pioneiros da holografia digital inline moderna, classifica que a holografia
que utiliza este tipo de geometria como Holografia inline em Point-Source, ou seja, a
partir de um ponto em comum da abertura numérica. Configurações semelhantes utili-
zando feixes de laser podem ser utilizadas, logo há a necessidade de diferenciação deste
tipo de holografia das demais. No sistema de holografia digital inline, ondas esféricas ou
parcialmente esféricas com comprimento de onda λ são disparadas de um ponto comum,
com dimensão linear na ordem do próprio comprimento de onda. Através das teorias de
difração de onda, pela variação das aberturas numéricas objetos de diferentes tamanhos
podem ser imageados variando o padrão de difração produzido pela aparente flexão da
onda ao redor ou no próprio interior do objeto.
A holografia inline apresenta uma série de vantagens em relação à holografia tradici-
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Figura 2.11: Representação esquemática da holografia inline de Gabor. Um laser L é
utilizado para focar uma abertura numérica P (pinhole). Ondas esféricas são obtidas e
objeto O é iluminado, gerando padrões de interferências holográficas, que são capturadas
pelo sensor C.
onal, e desde então a holografia inline tem-se mostrado como o método mais apropriado
para o imageamento biológico em micro-escala. Primeiramente, a simplicidade na imple-
mentação do setup é o primeiro aspecto a ser analisado, podendo ser produzido hologra-
mas utilizando inclusive fontes de luz com baixa coerência [70]. Holografia inline pode ser
facilmente miniaturizada em plataformas de POC, pode ser reproduzida em alguns centí-
metros cúbicos, requerindo materiais bastante simples. O segundo aspecto diz respeito à
estabilidade do modelo em relação a holografia convencional. Na holografia convencional,
o sistema é muito sensível à variações abruptas no ambiente, tal como ruídos ou vibrações,
que por menor que sejam podem produzir facilmente o deslocamento do feixe de laser no
setup, o qual é projetado sobre espelhos e lentes.
Embora uma série de vantagens podem ser apontadas, as primeiras abordagens a
utilizarem a holografia inline enfrentaram o fato de que, para reconstruir uma imagem
holográfica bi- ou tridimensional, o conceito não era prático e simples. A holografia
realizada da forma inline introduz algumas complicações desde a sua origem, décadas atrás
com Denis Gabor. Como o processo de difração numérica é realizado sobre O alinhado
perpendicularmente em relação ao plano C, ao focar a imagem real através do ajuste de
uma distância z, a imagem virtual aparecerá desfocada sob o ponto de vista do observador.
Correspondem às imagens desfocadas dos objetos holografados, produzidos pela super-
39
imposição sobre as imagens reais dos objetos na reconstrução numérica. Este problema
é ilustrado na Figura 2.12, onde o objeto real, após ser atingido por ondas esféricas ou
mesmo ondas planares, projeta um holograma no plano-detector de imageamento C. Ao
realizar a difração numérica, a mesma distância z é utilizada, gerando a imagem virtual.
No entanto, as interferências contidas no holograma continuam propagando conforme z
é incrementado, fazendo com que o processo reverso de recuperação mostre a imagem
real fora de foco, a uma distância equivalente a z ∗ 2. Na reconstrução numérica pode
ser utilizado uma distância de −z para perfazer o processo reverso da onda, obtendo a
imagem real em foco. A recíproca é uma verdade, e a imagem virtual surgirá também fora
de foco na mesma reconstrução. Esta limitação é conhecida como problema da imagem
gêmea (twin-image) e ocorre no caso da holografia inline, e é impossível separar ou isolar
uma imagem de outra. Os termos virtual e real poder ser vistos como arbitrários: embora
as intensidades das imagens podem não serem as mesmas, tanto a imagem real quanto a
virtual contém toda a informação relevante. Portanto, a escolha de qual imagem é mais
adequada (+z ou −z) é vista como uma questão de preferência e precedência, do que
qualquer outro aspecto técnico [71]. Exemplo de foco da imagem virtual e real desfocada
ou vice-versa é demonstrado também na Figura 2.12 através das áreas em destaque na
parte inferior da imagem. Pode ser verificado que a letra “U” obtida a partir da difração
computacional do objeto mantém as suas características geométricas originais, embora
é possível verificar artefatos da imagem gêmea fora de foco, e também em sua imagem
correspondente de gradiente.
Esta limitação apresentada na holografia inline pode ser tratada basicamente de duas
formas: modificação física no setup em uma holografia off-axis, ou utilização de métodos
numéricos para a supressão do efeito da imagem gêmea. Para o primeiro caso, semelhan-
temente ao que ocorre na holografia convencional, uma angulação é introduzida entre O
e o plano C, e quando a reconstrução numérica é aplicada, a imagem real e a imagem
virtual são separadas [70]. No entanto, esta forma de holografia exige a separação do feixe
luminoso, deixando de caracterizar-se inline. Holografia off-axis também demonstrou-
se menos efetiva para o estudo de uma coleção de pequenos objetos devido a restrições
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Figura 2.12: Artefatos gerados pela difração numérica devido ao problema da imagem
gêmea. O objeto real é interceptado por ondas planares ou esféricas e o holograma é
gerado a uma distância z. A difração numérica é realizada com base na mesma distância
z do plano ao objeto real. Como a holografia é inline, artefatos do objeto real ocorrem
na imagem virtual.
na amostra e problemas de não robustez a vibrações. Uma segunda abordagem é a
utilização de métodos numéricos para a reconstrução sem a interferência da imagem vir-
tual, utilizando equações diferenciais parciais (PDE) e filtros não-lineares [28, 59, 69, 72].
Uma outra abordagem simples, embora não prática é a captura independente da onda
de referência sem o objeto de referência. A imagem obtida pode então ser subtraída do
holograma para obter o contraste do holograma, e então aproximar a remoção do sinal
[33, 19]. O tratamento para o problema da imagem gêmea não corresponde ao escopo da
plataforma holográfica proposta, mas claramente deverá ser explorada em mais detalhes
em desenvolvimento futuros.
2.3 Imageamento Sem-lentes
Imageamento sem lentes5 é uma categoria de sistemas de imageamento onde a imagem é
formada pela projeção das sombras do objeto sobre a superfície de um sensor de imagem,
sem a necessidade de lentes. Em geral o imageamento sem lentes é utilizado principal-
5ou livre de lentes.
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mente na microscopia, onde a amostra é colocada diretamente sob a superfície do sensor,
e por isto é também denominada de imageamento on-chip. Por característica, o imagea-
mento sem lentes possibilita uma série de aplicações nas áreas biológicas, onde dispositivos
compactos, leves e de baixo custo podem ser desenvolvidos. Não obstante, o imageamento
sem lentes pode gerar imagens de alta-resolução dentro de uma plataforma portátil, tal
como um microscópio óptico, o que é bastante apropriado para dispositivos de POC em
ambientes limitados de recursos [27].
Embora o imageamento sem lentes possua relações diretas com a holografia de Gabor,
esta categoria surgiu basicamente da possibilidade de uso dos sensores de imagem comer-
cialmente disponíveis, como dispositivos para microscopia de baixo custo. Com o recente
progresso na tecnologia de semicondutores, sensores por CCD e CMOS se popularizaram
no imageamento sem lentes, impulsionando não somente a holografia digital, mas suas
sub-categorias baseadas em imageamento sem lentes.
O imageamento sem lentes apresenta uma série de vantagens em relação aos micros-
cópios por óptica convencional. O principal aspecto que pode ser observado é a simplici-
dade, fácil miniaturização e serem leves em estrutura de hardware, onde o sistema pode
ser facilmente construído utilizando um pequeno número de componentes. A configuração
comum de um sistema sem lentes requer apenas uma fonte de iluminação, uma abertura
numérica e um sensor de imageamento para a aquisição das imagens. Como o sistema
pode ser construído em apenas alguns centímetros cúbicos, plataformas diagnósticas com-
pletas podem ser desenvolvidas, possibilitando a portabilidade para diferentes ambientes
restritos em recursos. Um segundo aspecto que pode ser evidenciado é em relação ao
custo-efetividade que um sistema sem lentes pode proporcionar. Uma grande parte da
configuração de hardware inclui equipamentos e componentes disponíveis comercialmente,
como por exemplo, sensores por CMOS ou CCD e diodos para iluminação com diferentes
frequências e comprimento de onda. Não obstante, a customização torna-se possível neste
tipo de plataforma, onde eletrônica com micro-fluídica pode ser combinada de acordo a
necessidade e com o tipo de amostra a ser inspecionada. Computacionalmente, análise
inteligente de imagem pode ser embarcada na mesma plataforma, possibilitando a conta-
42
gem e classificação dos achados em uma plataforma diagnóstica totalmente automatizada,
utilizando métodos de processamento de imagem e reconhecimento de padrões [27].
Outro aspecto bastante importante em plataformas sem lentes em relação aos mi-
croscópios ópticos é o amplo campo de visão (FOV) e profundidade disponíveis para o
imageamento. Com a amostra posicionada diretamente sobre o sensor, i.e., uma pequena
distância de z, o campo de visão corresponde proximamente a própria área do sensor. A
imagem holográfica com informação volumétrica pode então ser adquirida em um simples
frame, uma vez que um único holograma contém toda a informação sobre a estrutura 3D
da amostra analisada [19]. De acordo com a taxa de amostragem do sensor de imagea-
mento, a holografia em imagem pode ser ainda estendida para vídeo, possibilitando então
a análise 4D volumétrica, incluindo a visualização in-vivo ou in-situ, bem como em tempo
real dos espécimens.
Na microscopia óptica, as características acima mencionadas não podem ser comple-
tamente satisfeitas, ou são satisfeitas na parcialidade. Inicialmente, o FOV de um micros-
cópio óptico convencional é bastante limitado devido ao conjunto óptico, sendo necessário
realizar o mosaico da imagem para escanear uma região maior na amostra. Devido ao
limitado campo de profundidade, existe também dificuldade na obtenção e representação
3D e imageamento de amostras vivas quando comparado a uma plataforma sem lentes.
A visualização simultânea do posicionamento e movimentação das partículas em um mi-
croscópio óptico também tornam-se indisponíveis. Desta forma o imageamento sem lentes
com recursos computacionais apresenta-se como uma alternativa bastante promissora em
substituição aos volumosos microscópios para uma série de aplicações, especialmente nas
ciências biomédicas [27].
2.3.1 Sensores para Imageamento Sem-Lentes
Sensores de imageamento são dispositivos essenciais na formação da imagem digital, sendo
amplamente utilizados na fotografia digital, indústria aero-espacial, astronomia, equipa-
mentos médicos, e recentemente com uma expressiva participação na indústria de disposi-
tivos móveis. Os principais tipos de sensores de imagem são baseados em dispositivos de
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carga acoplada (CCD) ou semi-condutores metal-óxido complementar (CMOS), e o prin-
cípio básico de formação de imagem é a captação da informação de luminosidade para
posterior conversão em sinal digital. Para este propósito, tanto arrays como matrizes bi-
dimensionais contendo milhões de células foto-sensíveis podem ser utilizadas de modo que
a imagem é formada quando o sensor é submetido a uma determinada taxa de exposição.
Ambos os tipos de sensores (CCD e CMOS) foram inventados no final dos anos 60, e
rapidamente a tecnologia de imagem por CCD tornou-se dominante devido a qualidade
fornecida para as imagens, com a tecnologia de fabricação existente na época. Sensores
de imagem por CMOS apresentavam limitações de uniformidade de sinal, e somente nas
últimas décadas ganharam destaque na indústria. Embora as tecnologias apresentem suas
particularidades, ambas apresentam suas vantagens e desvantagens, e a escolha depende
do contexto de aplicação a ser utilizado.
Dispositivos de imagem por carga acoplada (CCD) são sensores semi-condutores for-
mados por um circuito integrado, acoplados a uma matriz de capacitores. Neste tipo de
sensor a carga das células é transferida em linha entre capacitores vizinhos para um dos
cantos da matriz, tal como realizado em registradores de deslocamento. Nos cantos da
matriz conversores analógicos recebem o sinal dos capacitores, e o sinal é transformado
digitalmente para valores de pixel. Como existe um número bastante limitado de nós
de saída, existe a necessidade de chaveamento do sistema, de modo que um quadro só
poderá ser formado com a transferência de todas as cargas dos capacitores. Este chavea-
mento acaba limitando a taxa de amostragem dos sensores de imagem por CCD quando
comparados aos sensores por CMOS. No entanto, as saídas apresentam uma alta uni-
formidade do sinal, resultando em imagens de alta qualidade. Por esta razão sensores
de imagem por CCD são amplamente difundidos na fotografia digital, imageamento por
satélite, astronomia com a fotometria, espectroscopia óptica, dentre outros.
Exemplo de um sensor de imagem por CCD é ilustrado através da câmera industrial de
11 mega-pixels apresentada na Figura 2.13, do fabricante Imperx 6, modelo Bobcat B6620.
O sensor propriamente dito do modelo KAI-29050 é demonstrado à esquerda, e o conjunto
6http://imperx.com
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Figura 2.13: Câmera industrial do fabricante Imperx acoplada a conjunto óptico (lado
direito), e sensor de imagem por CCD embarcado na câmera (lado esquerdo).
óptico acoplado à câmera é demonstrado à direita. Para o contexto de imageamento holo-
gráfico somente o sensor de imagem é considerado, de modo que a amostra é posicionada
diretamente sobre a superfície do sensor para a geração dos padrões de interferência. O
sensor desta câmera é bastante apropriado para aplicações que requerem um ultra-amplo
campo de visão, pois fornece aproximadamente uma FOV de ≈ 8.72cm2 em um pixel-size
de 5.5µm, dimensões correspondentes a 36.17mm na horizontal e 24.11mm vertical, e
resolução de 6644x4452 pixels.
Sensores semi-condutores metal-óxido complementares (CMOS) são dispositivos de ge-
ração de imagem baseados na tecnologia utilizada para a fabricação de micro-processadores.
Neste sistema, cada célula foto-sensível está diretamente relacionada a um transistor, res-
ponsável pelo processamento local do sinal e tornando o processo de conversão entre
carga-voltagem completamente independente na matriz. Por se tratar de uma tecnologia
de microeletrônica, sensores por CMOS muito frequentemente podem integrar amplifi-
cadores de sinal, micro-processadores, micro-controladores, corretores de sinal e ruído,
circuítos digitais, tornando as leituras diretamente em bits digitais. No entanto, a aglo-
meração de componentes traz como penalização uma redução na área útil disponível para
a captação de luz. Diferentemente dos sensores por CCD, cada pixel realiza a sua própria
conversão resultando em baixa uniformidade do sinal, afetando a qualidade da imagem
obtida. Por outro lado, por se tratar de uma tecnologia que permite a captura massiva-
mente em paralelo, a largura máxima de banda pode ser explorada, permitindo com que o
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Figura 2.14: Câmera industrial do fabricante The Imaging Source (direita) acoplada a
conjunto óptico, e sensor de imagem por CMOS correspondente (esquerda).
sensor de imagem trabalhe em altas taxas de amostragem para aplicações que usualmente
requerem muitos quadros por segundo.
Sensores de imagem baseados em CMOS foram praticamente reinventados em meados
de 90 juntamente com o avanço da nanotecnologia, mas ficaram desacreditados por algum
tempo devido a complexidade na obtenção de imagens com qualidade. Este fato propi-
ciou aos sensores baseados em CCD ganharem em qualidade, resolução em número de
pixels e sensibilidade ao longo dos anos. Devido ao reduzido tamanho de pixel dos senso-
res, expectativas quanto ao baixo consumo de energia, possibilidade de integração direta
com hardware, e reuso de memória e estrutura de processadores, muito foi investido nos
sensores de imagem por CMOS. Embora os benefícios levaram algum tempo para serem
atingidos, ocasionando em maior tempo de desenvolvimento e custo do que inicialmente
previstos, sensores por CMOS ganharam impulso com a indústria de dispositivos móveis.
Atualmente, sensores por CMOS ganharam muito em qualidade de imagem, embora ainda
apresentem menor sensibilidade que CCD’s, mas devido aos fatores de custo-benefício aca-
baram por superar os sensores por CCD em volume de consumo.
Exemplo de um sensor de imagem utilizando a tecnologia por CMOS é ilustrado através
da Figura 2.14, do fabricante The Imaging Source7, modelo DMK 24UJ003 (direita). A
câmera possui um sensor CMOS de 10 mega-pixels, correspondendo ao Aptina MT9J003
7http://theimagingsource.com
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(esquerda), apresentando um pixel-size bastante reduzido de 1.67µm, com dimensões de
6.440mm de horizontal por 4.616mm em vertical resultando em um FOV de 30mm2, em
uma resolução de 3856x2764 pixels. No conjunto de hardware, as câmeras possuem uma
taxa de amostragem que varia de 2 a 5 frames por segundo de acordo com o modo de
operação utilizado.
Atualmente as tecnologias de sensores de imagem por CMOS e CCD são tecnologias
bastante maduras, e embora tratam-se de duas tecnologias distintas, algumas caracterís-
ticas notáveis podem ser verificadas quando sensores de imagem por CCD e CMOS são
comparados:
• Sensibilidade à luz dos sensores por CCD é melhor desenvolvida, produzindo imagens
de alta fidelidade, alta qualidade e pouca interferência de ruído. Sensores por CMOS
utilizam processos tradicionais de fabricação, e a sensibilidade desta forma é menor.
Outro ponto é que a tecnologia para a fabricação de células em nano-escala em
sensores por CMOS deve ser muito refinada para que os fótons sejam capturadas
pelo foto-diodo sem a interferência dos transistores;
• Consumo de energia é elevado em sensores por CCD, e usualmente estão sujeitos a
aquecimento. Especificamente nas câmeras industriais utilizando a tecnologia por
CCD, sistemas para a dissipação de temperatura podem ser requeridos com o obje-
tivo de evitar super-aquecimento. A tecnologia por CMOS possibilita a fabricação
de sensores que consomem pelo menos algumas dezenas de vezes menos energia que
sensores por CCD, e por conseguinte apresentam menor temperatura de operação.
Este fato possibilita a análise de amostras in-vivo nas plataformas CMOS com maior
praticidade em relação aos sensores por CCD;
• Sensores por CCD em geral apresentam maior volume e tamanho, enquanto que
sensores por CMOS podem ser facilmente integrados e acoplados a estruturas de
hardware já existentes. A fácil miniaturização e integração a hardware possibili-
tam compartilhamento da estrutura de memória e processadores, permitindo a fácil
customização da tecnologia;
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• A fabricação de sensores por CCD apresenta elevado custo quando comparados aos
sensores por CMOS, que podem ser desenvolvidos com a tecnologia de fabricação
de microprocessadores padrões;
• Sensores de imagem por CMOS são mais rápidos otimizando o uso da banda e explo-
rando o paralelismo massivo das células foto-sensíveis. Não obstante, o FOV pode
ser ajustado e reduzido à frações específicas, e como o processamento é independente
(sem chaveamento) a taxa de quadros por segundo é inversamente proporcional ao
tamanho da área ativa imageada. Com o imageamento em vídeo utilizando uma
alta taxa de frames por segundo o imageamento holográfico em 4D é possível de ser
realizado.
2.3.2 Classificação dos Sistemas de Imageamento Sem Lentes
O imageamento sem o uso de lentes pode ser categorizado em várias modalidades de
acordo com as propriedades do sistema de iluminação, tipo de geometria da imagem
obtida e mesmo de acordo com os métodos numéricos e algoritmos utilizados para o
processamento de imagem [27]. Principalmente no que refere-se ao sistema de iluminação,
o imageamento sem lentes pode ser categorizado em iluminação incoerente, coerente e
parcialmente coerente, cada qual com suas particularidades e aplicações.
O termo coerência em sistemas de iluminação diz respeito às propriedades temporais
e espaciais que podem ser encontradas nas ondas. O termo também pode ser diretamente
relacionado ao nível de brilho de uma fonte luminosa, de modo que quanto mais intensa
for a luz emitida pela fonte, maior é a probabilidade desta apresentar uma alta coerência
de sinal. Para melhor fundamentação, na ilustração8 da Figura 2.15, todas as categorias
pertinentes aos aspectos temporais e espaciais da luz podem ser verificados. Sistemas
de iluminação coerentes podem ser originados a partir de sistemas parcialmente coeren-
tes, que por sua vez podem ser também obtidos a partir de sistemas de iluminação não
coerentes, segundo a teoria da difração de ondas.
Um exemplo de sistema de iluminação não coerente pode ser verificado na Figura 2.15,
8Adaptado de http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu
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Figura 2.15: Demonstração de sistemas de iluminação coerente e incoerente. Após filtra-
das por uma abertura numérica e um filtro de comprimento de ondas, o feixe apresenta
coerência espacial e temporal.
através do espaço compreendido pela fonte emissora de luz e a abertura numérica. Neste
exemplo ondas esféricas com diferentes comprimentos de onda e direções são emanadas a
partir de uma lâmpada de mercúrio em arco. O fato de as ondas apresentarem proprie-
dades distintas faz com que sistemas de iluminação não coerentes não sejam apropriados
para a reconstrução holográfica. Segundo a teoria da difração, ondas de diferentes com-
primentos ao interceptarem objetos tendem a projetar sombras em locais não uniformes,
resultando em um efeito de esmaecimento na região do objeto. Desta forma, sistemas de
imageamento sem lentes na categoria de iluminação não coerente ficam restritos a somente
assinaturas espaciais da amostra imageada.
Iluminação coerente ou parcialmente coerente, por outro lado, ocorre quando proces-
sos de filtragem são aplicados sobre o feixe de luz originário (não coerente). Na Figura
2.15, a fonte de luz projeta diferentes tipos de ondas para direções distintas, e após uma
abertura numérica ser encontrada, de acordo com a teoria da difração, é postulado que
uma nova fonte de ondas esféricas é produzida. Conforme representação da figura, a
coerência espacial é obtida parcialmente no sistema, onde as ondas, embora apresentem
diferentes comprimentos de onda, emanam a partir de um ponto com o mesmo ângulo
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de deslocamento e direção. Através do uso de iluminação parcialmente coerente, a holo-
grafia já pode ser aplicada com certas restrições nos aspectos de resolução, uma vez que
interferências holográficas já podem ser produzidas. Este sistema ainda torna-se bastante
útil no contexto da holografia, correspondendo a uma sub-categoria importante para o
imageamento sem lentes. É interessante observar que pela teoria da difração e utilização
de uma pequena abertura numérica, é possível negligenciar completamente os aspectos
da óptica existentes entre o meio emissor e a abertura numérica, conforme representação
na figura.
Idealmente, a holografia é melhor representada quando feixes monocromáticos são uti-
lizados para a produção das interferências holográficas, sendo relacionados com a coerência
espacial. Luz monocromática corresponde a projeção de feixes com o mesmo comprimento
de onda, a qual pode ser obtida através da utilização de um filtro para eliminação de com-
primentos de onda fora da faixa especificada e suportada, conforme representado na Figura
2.15. Através de um sistema de iluminação coerente nos aspectos temporais e espaciais, a
holografia pode ser explorada de forma efetiva, onde interferências holográficas com bom
padrão de propagação de franjas de onda e contraste podem ser obtidas. A luz monocro-
mática, no entanto, pode ser obtida quando diodos de um mesmo comprimento de onda
são utilizados, dispensando a necessidade de filtros de onda, ilustrados na Figura 2.15. O
que pode ser observado é que uma grande parte das fontes de iluminação já são baseadas
em coerência temporal (e espacial), facilitando a implementação do sistema de hardware
para aquisição do sinal com sistemas de iluminação simples e disponíveis comercialmente.
2.3.3 Imageamento baseado em Iluminação Incoerente
Sistemas de imageamento sem lentes baseados em iluminação incoerente são os mais
simples de serem implementados, pois não requerem uma fonte de iluminação regularizada,
tal como laser ou outros avançados componentes ópticos [27]. Podem ser filtradas e obtidas
através de um pinhole de algumas dezenas de micrômetros para melhor direcionamento
do feixe luminoso.
Devido a limitada resolução espacial produzida pelo sistema não coerente de ilumina-
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ção, o imageamento é restrito a ser realizado muito próximo do plano focal (detector).
Desta forma, a amostra deve ser colocada o mais próximo possível ou mesmo sobre a
superfície do sensor de imageamento, de modo a reduzir a auto-interferência produzida
por ondas de diferentes padrões. A resolução e qualidade da imagem obtida é bastante
dependente do pixel-size do sensor de imagem, sendo que as sombras capturadas apresen-
tam efeito de esmaecimento devido as diferentes propriedades encontradas no sistema de
iluminação.
Sombras ou padrões de assinaturas espaciais que são capturadas próximos do plano
focal apresentam um amplo campo de visão, em geral correspondendo aproximadamente
a própria superfície do sensor. Esta é a principal vantagem desta categoria de sistemas
de imageamento sem lentes, permitindo imageamento em larga-escala de amostras em
canais de microfluídica, especificamente construídos com as mesmas dimensões da área de
imageamento do sensor. No entanto, nesta modalidade de imageamento dependendo das
características do sensor, amostras estão sujeitas a aquecimento devido a proximidade,
inviabilizando alguns tipos de aplicação, onde a magnificação do sinal também não é
possível.
Aplicações para sistemas de imageamento sem lentes utilizando sistemas não coerentes
de iluminação podem ser bastante atrativas como ferramentas de citometria [27], e siste-
mas automatizados para a contagem e categorização de células em larga-escala. Enquanto
fontes de iluminação coerente produzem reflexões para toda e qualquer pequena partícula
ou mesmo imperfeições no sistema óptico, o imageamento não coerente consegue ignorar
vários destes aspectos. Alguns trabalhos correlatos para esta categoria de imageamento
sem lentes são apresentados a seguir:
• Uma plataforma miniaturizada de imageamento sem lentes combinando microele-
trônica e microfluídica é proposta por [73]. Utilizando um sensor de imagem por
CMOS, a plataforma miniaturizada para imageamento por sombras foi utilizada
para a investigação dos efeitos comportamentais em nematóides, sendo estes espé-
cimens amplamente utilizados em estudos biológicos e experimentais na genética,
radiobiologia, comportamental e envelhecimento. Os nematóides, mais especifica-
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mente vermes da espécie C.elegans foram imersos em um meio fluídico e imageados
pela plataforma sem lentes utilizando um sistema incoerente de iluminação. Para
a redução dos efeitos de difração, uma menor distância entre objeto e sensor foi
utilizada juntamente com comprimentos de onda menores. O estudo objetivou a
verificação a atividade dos nematóides em diferentes variações de temperatura, em
correlação com as assinaturas espaciais produzidas pelas sombras capturadas pelo
sistema de imageamento;
• Sistemas de imageamento com foco em um amplo campo de visão foram propostos
por [14], como uma alternativa aos microscópios ópticos para detecção e contagem de
células, onde a resolução não é um aspecto crítico. Utilizando um sensor de imagem
por CCD do mesmo modelo apresentado na Figura 2.13, uma plataforma sem lentes
com ultra-amplo campo de monitoramento de células foi desenvolvida, a qual pode
ser utilizada para detectar e contar células em tempo real. Este sistema é baseado
no princípio de imageamento por sombra onde as células são colocadas entre duas
lâminas microscópicas de canais de micro-fluídica, e são uniformemente iluminadas
com uma fonte de iluminação incoerente fornecida por um LED de luz branca. Nesta
plataforma, cada partícula capturada pelo sensor de imagem apresenta assinaturas
próprias, possibilitando classificar e diferenciar células. Este trabalho analisa tam-
bém a distância de difração entre o plano-objeto e o plano-detector, e o diâmetro
da sombra projetada sobre o sensor;
• Com base na mesma plataforma e princípio, [74] demonstra o uso da plataforma
para um ambiente de testes no contexto de células infectadas por HIV. Chips de
microfluídica fabricados através de uma impressora a laser laboratorial foram fabri-
cados com as mesmas dimensões e especificações da superfície do sensor de imagem,
facilitando a manipulação no imageamento. Preparadas com anticorpos específicos,
as células são imageadas e contadas computacionalmente em segundos. A mesma
plataforma foi estendida e estudada em países limitados de recursos tal como a
Tanzânia [15];
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• Em [75] uma plataforma de imageamento de alta-performance para a categorização
e monitoramento de vários tipos de células imersas em soluções heterogêneas é pro-
posta. Um amplo FOV de aproximadamente 10cm2 é utilizado, onde o sistema pode
rapidamente monitorar múltiplas camadas de células em volumes 3D sem a neces-
sidade de lentes, objetivas microscópicas ou mesmo escaneamento mecânico maior
área imageada. Utilizando um algoritmo de reconhecimento de padrões, a iden-
tificação e localização 3D das partículas é realizada no volume, e diferentes tipos
de células e micro-partículas são verificadas de acordo com a assinatura de sombra
projetada;
• Também utilizando um sistema de iluminação não coerente, um bio-sensor de cardio-
toxidade em tempo-real foi desenvolvido a partir de um sensor CMOS, extraído
de uma webcam disponível comercialmente [76]. O sistema de detecção consiste
em um sensor de imagem, um sistema de iluminação com um LED branco e uma
abertura numérica. A análise é realizada com base na taxa e as variações entre de
batimentos de células tronco embrionárias, conforme ocorre a adição de diferentes
tipos de drogas reagentes.
2.3.4 Imageamento baseado em Iluminação Coerente
Imageamento sem lentes utilizando fonte de iluminação coerente é capaz de produzir holo-
grafia digital com alta precisão e qualidade de sinal. Em outras palavras, holografia é um
sinônimo para a aquisição de imagens com resolução espacial superior em comparação aos
sistemas não coerentes baseados em sombra. Em geral, fontes coerentes a partir de um
único ponto podem ser diretamente utilizadas para construir um sistema coerente de ilu-
minação pelo uso de LED monocromáticos de alto brilho e aberturas numéricas da ordem
de alguns micrômetros (1–10 µm). A coerência em um sistema de iluminação também
pode ser definida pelo nível de brilho que uma fonte possui, e fontes luminosas extrema-
mente brilhosas tendem a apresentar um alto grau de coerência espacial e temporal. Um
dos mais apropriados exemplos de fontes de iluminação com alta coerência é o laser, que
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apresenta a capacidade de focar uma grande quantidade de fótons em uma pequena área
em comum, maximizando assim o brilho da fonte de luz. Lasers podem ser diferenciados
de um feixe de luz comum devido ao seu alto grau de coerência.
Diferentemente de um sistema não coerente de iluminação, onde somente o campo de
brilho em 2D é obtido, na holografia de iluminação coerente a imagem de fase e inter-
ferência é obtida, requerendo reconstrução a posteriori por métodos numéricos. Através
desta configuração, múltiplos planos focais podem ser obtidos e capturados de maneira a
mimetizar o controle de foco realizado em um microscópio óptico convencional. A holo-
grafia digital recorda o objeto inteiramente no espaço 3D, ao contrário de microscópios
onde somente foco em 2D é possível, além de ser necessário escaneamento mecânico para
gerar uma imagem com um amplo campo de visão.
Na holografia inline coerente um outro aspecto bastante interessante pode ser re-
produzido: a amplificação das assinaturas holográficas. Amplificação de sinal é inver-
samente proporcional ao campo de visão, e pode ser obtida pelo simples incremento da
distância entre o plano-objeto e o plano-detector. Desta forma, as ondas percorrem uma
maior distância até o sensor de imageamento, sendo amplificadas por ondas esféricas ou
parcialmente-esféricas. Considerando z1 a distância entre a abertura numérica (P) e o
plano do objeto (O), e z2 a distância entre o plano do objeto (O) ao detector (C), tal
como representado nas subseções anteriores através da Figura 2.11. O coeficiente de mag-
nificação do sinal compreende M = (z1 + z2)/z1, e pode ser tipicamente empregado na
ordem de até 10x [19, 27]. No entanto, magnificação exige uma fonte altamente coerente
emanando ondas esféricas que estão sujeitas a certa perda do sinal de difração, realizando
a amplificação sob certa supressão do nível de sharpness da imagem.
Exemplo de amplificação das assinaturas holográficas é apresentado através da Figura
2.16, capturadas através da plataforma holográfica proposta nesta tese. Ao lado esquerdo
(a), uma lâmina microscópica foi posicionada diretamente sobre o sensor de imageamento,
sem qualquer amostra biológica, capturando as imperfeições existentes na superfície do
material. Este padrão de interferência corresponde a riscos encontrados no material em um




Figura 2.16: Exemplo de magnificação dos padrões holográficos sob a mesma escala. Em
(a) o objeto é posicionado diretamente sobre o plano detector, e em (b) uma distância
de 2 – 2.4 mm foi utilizada. Os gradientes de cada holograma correspondem a (c) e (d),
respectivamente.
quando sistemas de iluminação coerente são utilizados. Para produzir a magnificação
do sinal em (b), a mesma lâmina foi posicionada a uma altura de 2.0 – 2.4 mm em
relação ao plano detector, incrementando assim o tamanho das assinaturas holográficas
projetadas sobre o sensor de imageamento. Como pode ser observado, a magnificação
em holografia não corresponde ao incremento de imagem produzido por uma simples re-
escala do domínio planar. Conforme a teoria da difração, obstáculos correspondem a
novos pontos de ondas esféricas, e podem ser observados na ilustração que estes pontos
correspondem a exatamente as mesmas coordenadas de origem para ambos os casos. O
que difere na amplificação do sinal holográfico é a magnificação e propagação das franjas
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holográficas a partir do seu ponto de origem, fato este que pode ser também observado
através dos gradientes em (c) e (d).
De uma maneira geral, se a coerência do sistema de iluminação for suficientemente alta,
os hologramas tendem a projetar mais fortemente as franjas produzidas pela interferência
das frentes de onda coerentes, refletidas também de superfícies ópticas internas tal como
lentes, espelhos, bolhas na micro-fluídica, e artefatos localizados na lâmina microscópica
como poeira ou riscos. Este complexos padrões de interferência podem se manifestar em
geral como anéis concêntricos com grande efeito de contraste, mas também são comuns
como pontos granulares de alto contraste, super-impostos sobre a imagem. Adicional-
mente, na iluminação coerente a transparência dos espécimens analisados pode tornar
os padrões de interferência muito mais complexos. Diferentemente do imageamento sem
lentes utilizando um sistema não coerente, a holografia inline com iluminação coerente é
bastante sensível a todos estes artefatos, projetando suas interferências e propagando o
sinal holográfico ao longo do meio físico até o sensor de imagem. Em algumas situações,
sistemas de iluminação com baixa coerência podem ser preferíveis para suprimir os efeitos
anteriormente descritos. Outra alternativa que pode ser bastante interessante para con-
trole da coerência de um sistema de iluminação é o uso de fontes luminosas com controle
de foco, possibilitando reduzir ou amplificar a quantidade de fótons sob o objeto a ser
imageado.
Trabalhos correlatos utilizando a holografia digital inline com coerência espacial e
temporal podem ser verificados na literatura:
• Kreuzer et.al. [19] foi um dos precursores da holografia digital inline moderna, e
em seu trabalho vários aspectos da holografia com base em reconstrução numérica
são discutidos para a microscopia. Kreuzer propõe uma plataforma de imageamento
para a análise de esferas, algas, bactérias, e outras espécies marinhas em ambientes
oceânicos. Kreuzer demonstra a holografia inline para a análise in-situ de micro-
organismos sub-aquáticos tal como Paramécio, Ciliate, Didinium e Rotifer. Outras
aplicações da holografia inline são demonstradas para a análise 4D em micro-fluídica
para computar a velocidade das partículas em movimento de fluxos líquidos ou gaso-
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sos, evolução do gás na eletrólise e visualização de estruturas em fluxos convectivos
ou turbulentos. Dr.Kreuer é um dos fundadores da empresa 4-deep9, sendo uma das
pioneiras no imageamento holográfico comercial sub-aquático;
• Em [77], uma plataforma de holografia digital combinada ao conceito de abertura
sintética foi proposta. Neste trabalho um mecanismo de multiplexação angular ob-
tido através de um feixe de iluminação inclinado foi utilizado para iluminar a amostra
em diferentes direções. Desta maneira, utilizando uma abertura sintética é possível
expandir a frequência do sistema de imagem, possibilitando a obtenção de resolução
microscópica em ambos os planos transversal e axial. Embora a abordagem pro-
posta possa ser aplicada essencialmente sobre objetos estáticos, com transparência
e diluídas em baixas concentrações, o método possibilitou quantificar uma melhora
na resolução para o imageamento de amostras biológicas de forma bastante efetiva;
• A visualização de campos de fluxo na holografia digital inline em microfluídica foi
apresentada por [78]. Neste trabalho, a holografia inline é utilizada para visuali-
zar a movimentação de partículas em uma micro-pipeta cilíndrica de 100 µm de
diâmetro. Um sensor de imagem por CCD é utilizado para capturar hologramas,
onde o astigmatismo produzido pela superfície cilíndrica da pipeta sobre o sensor
é utilizado para selecionar uma região de interesse no espaço 3D para análise do
micro-fluxo e localizar os objetos.
2.3.5 Imageamento baseado em Iluminação Parcialmente
Coerente
Sistemas de iluminação parcialmente coerente podem ser construídos pela utilização de
fontes proximamente monocromáticas, tal como um simples LED combinado com uma
abertura numérica na ordem 500-1000 µm [17, 47, 27]. Desta maneira é possível ajustar
as propriedades de coerência espacial e temporal do sistema de iluminação, possibilitando
a geração de padrões de interferência assim como obtido em um sistema coerente. A
9http://4-deep.com
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grande vantagem é a construção de um sistema holográfico com materiais de custo bastante
reduzidos, e utilizando os mesmos métodos numéricos para a recuperação das informações
geométricas do objeto imageado.
O imageamento sem lentes utilizando sistemas de iluminação parcialmente coerente
é uma sub-categoria de holografia inline coerente. No entanto, quanto mais próximo do
plano detector a amostra for posicionada durante a aquisição das assinaturas holográficas,
melhor será a resolução obtida pelo sistema e menor a degradação do sinal. Na literatura
o uso deste tipo de holografia é apresentado a seguir:
• Em [16] uma plataforma de holografia parcialmente coerente para citometria é apre-
sentada. Pelo controle da coerência espacial, padrões de holografia em 2D são ad-
quiridos para cada célula ou micro-partícula localizada no canal de micro-fluídica.
Utilizando um sensor CMOS de alta resolução e pixel-size reduzido, algoritmos de
tomada de decisão são utilizados para classificação das assinaturas holográficas com
base na informação da textura, possibilitando realizar a contagem do número de
células em uma solução heterogênea. A plataforma demonstrou resultados bastante
efetivos como um dispositivo de POC para a citometria, bem como para o diagnós-
tico de doenças infecciosas;
• Em [17], uma plataforma portátil de holografia utilizando um sistema de iluminação
parcialmente coerente para aplicações com foco em telemedicina é proposta. Neste
trabalho, uma plataforma de apenas 46 gramas com capacidade de resolução sub-
celular foi desenvolvida, atingindo um FOV de 24mm2;
• A mesma plataforma descrita anteriormente foi adaptada para um sistema de ilu-
minação em um array de 23 LEDs conectados por fibras individuais, proposto por
[45, 46]. Através da troca sequencial dos LEDs sincronizados com a captura no
sensor de imagem, as assinaturas holográficas são deslocadas a cada novo ponto de
iluminação, e as fibras acabam atuando como pequenas aberturas numéricas. Atra-
vés do conjunto de imagens holográficas obtidas, um algoritmo de super-resolução é
utilizado com o objetivo de alinhar as imagens em um domínio planar comum, para
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a computação de uma única imagem holográfica de alta-resolução. O alinhamento
é realizado através da minimização de uma função custo, designada para realizar
deconvolução. O algoritmo para a reconstrução da informação holográfica é base-
ado em um modelo interativo, que após um número de iterações ser completado, a
informação de geometria do objeto é obtida;
• Em [31], é apresentada a simulação de uma simples técnica de super-resolução base-
ada na iluminação realizada a partir de diferentes orientações e posições. Um feixe
com 25 fibras é utilizado posicionados em relação a fibra central, onde as posições
e orientações são relacionadas a troca do espectro do objeto no plano de abertura.
Um sensor por CCD captura as assinaturas holográficas de cada fibra sequencial-
mente, e a troca do espectro é equivalente a integral múltipla do comprimento da
abertura, e através de algoritmos específicos uma única imagem em alta-resolução
é obtida. Embora uma simples simulação, os resultados obtidos apresentaram uma
melhora de resolução de vezes em relação a uma única imagem;
• Utilizando a mesma plataforma anteriormente descrita em [45, 46] e similar ao tra-
balho apresentado por [31], um modelo de scanner radial tomográfico foi proposto
para análise volumétrica utilizando holografia inline com fonte de iluminação par-
cialmente coerente [47, 48]. Embora a ideia de imageamento a partir de diferentes
pontos de visão já tenha sido utilizada em outras abordagens, neste trabalho a
resolução espacial atingida foi de ≈ 1µm dentro de um volume de ≈15 mm3;
• Em uma outra abordagem, [49, 50] realiza o imageamento e tracking em 3D de
células reprodutoras masculinas, através de duas fontes de luz com comprimento de
onda variados. Cada fonte luminosa é posicionada nos planos verticais e oblíquos,
que sequencialmente capturam hologramas das células em movimento. Algoritmos
de rastreamento são utilizados para computar as trajetórias das células no meio
líquido, possibilitando a identificação de comportamentos bastante raros não antes
observados em microscópios convencionais.
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2.3.6 Outras Plataformas de Imageamento Sem-Lentes
Na literatura ainda podem ser verificadas plataformas bastante interessantes para o ima-
geamento sem lentes, que podem utilizar sistemas de iluminação incoerente, parcialmente
coerentes e coerentes. Algumas abordagens são totalmente dedicadas para o melhora-
mento da qualidade das assinaturas holográficas pelo uso de câmeras industriais com alta
taxa de amostragem na ordem de milhares de frames por segundo. Desta forma, amostras
imersas em soluções ou mesmo canais de microfluídica tem a sua informação de sub-pixel
computada através de deslocamentos muito pequenos da sombra sobre a superfície do
sensor de imagem. A computação do sub-pixel é possível pois as células foto-sensíveis do
sensor de imagem capturam pequenas variações das intensidades conforme ocorre o des-
locamento temporal da amostra. O deslocamento da amostra sobre a superfície do sensor
pode ser mecânica com um stager de alta precisão, ou através da aplicação de pressão
constante na abertura do canal de microfluídica enquanto a câmera captura as assinatu-
ras espaciais ou holográficas. Embora o elevado custo de aquisição para câmeras de alta
velocidade ou mesmo stagers com precisão microscópica, esta categoria de plataforma
é capaz de atingir resolução menor que 1µm [42, 43, 44]. Não obstante, o custo com-
putacional para o rastreamento das partículas durante o deslocamento combinados com




PLATAFORMA HOLOGRÁFICA INLINE PROPOSTA PARA
O IMAGEAMENTO SEM LENTES
Neste Capítulo a plataforma proposta para o imageamento sem lentes baseada em hologra-
fia digital inline é apresentada. A plataforma é subdividida em 2 protótipos de hardware
e software: (a) plataforma para imageamento de amostras estáticas com múltiplos frames
para melhoramento da qualidade dos hologramas e supressão de ruído; (b) plataforma
para holografia 4D em vídeo in-situ de amostras biológicas e micro-organismos. Para am-
bos os casos, o mesmo sensor de imagem é utilizado, com diferenças principais envolvendo
a arquitetura do setup e sistema de iluminação.
Para a plataforma (a), um sistema de deslocamento da posição do feixe de luz para a
aquisição de múltiplas observações da mesma amostra foi desenvolvido. Através do movi-
mento da fonte luminosa, as sombras correspondendo aos sinais holográficos são também
deslocadas sobre o sensor, sendo esta uma das premissas básicas para o melhoramento da
resolução pela computação da informação de sub-pixel. Esta plataforma utiliza uma fonte
luminosa de baixo comprimento de onda (ultra-violeta), possibilitando o imageamento
de pequenas estruturas tal como células humanas reprodutoras masculinas na ordem de
alguns micrômetros.
A segunda plataforma proposta (b) tem como foco o imageamento in-situ de estru-
turas microscópicas em vídeo com uma alta-taxa de amostragem de frames por segundo.
Através desta plataforma, uma série de micro-organismos vivos podem ser visualizados,
por exemplo, através de água acumulada em ambientes residenciais internos e externos.
Para este protótipo, devido a necessidade de captura em vídeo com alta taxa de amos-
tragem, não há melhoramento na qualidade dos hologramas obtidos. Embora o sensor
possua capacidade máxima de somente 2.5 a 3.2 frames por segundo, pela natureza dos
sensores de imagem por CMOS é possível explorar a independência de pixels na captura,
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e com a limitação da FOV capturas com até 60 frames por segundo podem ser verifica-
das. Esta plataforma por ser mais simples pode ser facilmente miniaturizada em alguns
centímetros cúbicos, e a iluminação parcialmente coerente pode ser realizada através de
um LED comercial de baixo custo.
Para ambas as plataformas apresentadas o processo de reconstrução dos hologramas
pode ser realizado pelos mesmos métodos numéricos de difração escalar, com alterações
nos seus parâmetros de execução. Em termos de fluxo operacional, as plataformas diferem
em sua pipeline de processamento, conforme apresentado nas próximas subseções.
3.1 Plataforma Holográfica de Microscopia Baseada em Múlti-
plos Frames
Nesta seção será apresentada a plataforma de microscopia na qual os conceitos da holo-
grafia digital inline são combinados com aspectos de melhoramento de resolução através
da computação de múltiplas observações da amostra. Com foco na formação da imagem
do holograma, deslocamentos espaciais da fonte luminosa ao longo do tempo possibilitam
ao detector capturar imagens semelhantes, mas ligeiramente diferentes de conteúdo em
nível de pixel. Através da combinação das múltiplas imagens holográficas em uma única
imagem com maior quantidade de pixels, informação da propagação dos hologramas pode
ser recuperada, ao mesmo tempo que supressão de ruído é realizada. Uma vez obtidas,
as imagens holográficas de alta resolução são convertidas em informação morfológica do
plano-objeto.
3.1.1 Descrição Experimental do Setup
Para realizar a captura dos hologramas e produzir o deslocamento da fonte luminosa, uma
plataforma foi especificamente desenvolvida conforme ilustração simplificada apresentada
na Figura 3.1. A plataforma pode ser sumarizada nas seguintes partes conforme a figura,
sendo (a) fonte luminosa, (b) uma abertura numérica (pinhole) acoplada a um sistema
de deslocamento nos planos x e y, (c) a amostra a ser analisada em meio fluídico através
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de uma lâmina microscópica, e (d) o detector / sensor de imageamento CMOS para a
captura das assinaturas holográficas.
A fonte de iluminação demostrada na Figura 3.1 (a) é um LED ultra-violeta com baixo
comprimento de onda correspondendo a 385 nm, modelo M385L2 do fabricante/fornecedor
ThorLabs, e a pinhole utilizada para filtragem do sistema de iluminação corresponde a
5 µm de diâmetro. A pinhole é posicionada diretamente sobre o diodo ultra-violeta, e
ambos os componentes deslocam-se livremente no plano x−y através de uma base ou stage
construído especificamente para a movimentação planar do sistema de iluminação. Devido
ao baixo comprimento da onda originária, frentes de ondas emanam a partir da abertura
numérica, interceptando a amostra a ser inspecionada, conforme representação em (c).
A amostra pode ser inspecionada em chips com canais de micro-fluídica ou em lâminas
microscópicas com uma cobertura de vidro retangular e transparente, apresentando uma
espessura bastante fina. É interessante observar que variações na espessura das lâminas
microscópicas não afetam o processo de aquisição das assinaturas holográficas, embora
seja desejável apresentarem sempre as mesmas especificações. Variações de espessura
das lâminas ou mesmo das coberturas de vidro podem afetar a configuração da difração
numérica, onde a distância entre plano-objeto e detector necessita ser ajustada devido à
sensibilidade do sistema para escala de micrômetros.
Logo abaixo da amostra encontra-se o sensor de imageamento por CMOS, conforme re-
presentado na Figura 3.1 (d). O hardware possui aproximadamente 1/2 polegada (36.0mm
x 36.0mm x 5.7mm) com circuito integrado e conexão por USB 2.0, e o sensor de imagem
é um Aptina de 10 megapixels modelo MT9J003STM, monocromático e com dimensões
de 6.413mm x 4.589mm, fornecendo um campo de visão (FOV) de ≈30mm2 em uma
resolução de 3840x2748 pixels. O tamanho do pixel do sensor é de 1.67 µm, possibili-
tando captura com uma profundidade de 8-bits a uma taxa de amostragem máxima de
3.2 frames por segundo. Este sensor apresenta uma SDK (Software Development Kit )
que possibilita uma série de vantagens quanto ao controle do sensor de imagem e configu-
rações de aquisição. Na holografia, é importante que a informação seja obtida através do
dado raw, sem a interferência produzida por efeitos de pós-processamento, ganho de pixel,
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Figura 3.1: Descrição dos componentes utilizados para a plataforma holográfica proposta
para a captura de múltiplos frames da amostra.
correção de gama, ou anti-aliasing. O dado raw é bastante importante especificamente
nesta configuração de setup, pois a computação de sub-pixel para obtenção de uma ima-
gem de maior resolução necessita estar livre da influência de tais fatores externos. Pelo
uso da SDK, a informação da imagem no sensor pode ser obtida diretamente por código
próprio, dispensando a necessidade de código ou programas proprietários. Outro fator é
a fácil integração dos processos de aquisição com análise automatizada da imagem, onde
processos de auxílio na tomada de decisão ao diagnóstico médico podem ser realizados na
plataforma.
Para comportar os componentes de hardware ilustrados na Figura 3.1, uma estrutura
foi construída em uma impressora a laser de CO2, modelo Versa Laser 2.3, utilizando
placas de Polimetilmetacrilato (PMMA). PMMA é um termo-plástico sintético de espes-
suras variadas com aparência de uma folha de vidro, facilmente maleável quando aquecido,
sendo um dos materiais mais utilizados para o processamento com laser. PMMA pode ser
64
Figura 3.2: Protótipo da plataforma holográfica de microscopia e partes componentes.
Em (a) sistema de iluminação e base de deslocamento do sistema de iluminação. Em (b),
base da plataforma com sensor de imagem acoplado. Em (c) controle de intensidade do
sistema de iluminação.
transparente, opaco ou de cor preta, sendo este último importante para a construção das
partes componentes da plataforma, uma vez que a inspeção da amostra deve ser realizada
em uma câmera escura, sem a interferência externa de outros pontos de iluminação, senão
a ultra-violeta. Os moldes estruturais, após cortados em placas de PMMA de 3 mm na
impressora a laser, foram conectados e colados em diferentes partes sendo as principais:
(i) plataforma para deslocamento da fonte luminosa em x − y; (ii) câmera escura para
fechamento e isolamento do ambiente de imageamento; (iii) base para acoplamento do
sensor e cabo USB, e acomodação da amostra a ser inspecionada.
O resultado dos moldes possibilitou o desenvolvimento do protótipo de hardware apre-
65
sentado na ilustração da Figura 3.2. Na Figura 3.2-(a) o sistema de iluminação ultra-
violeta foi acoplado a um cilindro de metal opaco de diferentes partes, que podem ser
conectadas ou decompostas para a obtenção de diferentes níveis de altura para a fonte
de iluminação. A estrutura cilíndrica, por sua vez, é conectada à plataforma de desloca-
mento nos planos x−y na qual é fixada diretamente na câmera de iluminação. Na Figura
3.2-(b) é demonstrada a base da plataforma de imageamento, com o sensor posicionado ao
centro. É possível verificar o sensor de imagem fixado pela parte de baixo da plataforma,
possuindo dimensões de 10x10 cm, e a amostra pode ser posicionada livremente sobre a
superfície da base da plataforma. Na Figura 3.2-(c) é demonstrado um controlador de
intensidade da fonte luminosa, que pode ser utilizado opcionalmente juntamente com a
plataforma proposta para ajuste da taxa de exposição do sensor de imagem.
Na Figura 3.3, é possível analisar ainda a plataforma sob outro ponto de vista. Em
(a) a plataforma de deslocamento do feixe luminoso conectado ao cilindro da fonte de
iluminação são apresentados, encaixados sob a base da plataforma. Nesta mesma figura
é possível verificar na região em destaque as ranhuras milimetradas impressas no topo da
plataforma, com o objetivo de realizar deslocamentos controlados, detalhados na seção de
resultados experimentais. Em (b) é possível verificar como o sensor de imagem é acoplado
à base da plataforma pela parte de baixo. Para tal, uma estrutura de PMMA é utilizada
para fixar os cantos do sensor de imagem, na base da plataforma que também é moldada
em profundidade de maneira a acomodar o sensor e o conector USB. Parte dos moldes
desenvolvidos para a plataforma proposta são também ilustrados em (c), correspondendo
ao molde do x − y stage para deslocamento da fonte luminosa.
Através da plataforma proposta é possível realizar a aquisição de múltiplas imagens sob
diferentes pontos de perspectiva em relação à fonte de iluminação. Exemplo da utilização
da plataforma holográfica de microscopia proposta é apresentado através dos resultados
da Figura 3.4. Utilizando deslocamento no plano vertical da plataforma com o mesmo
ponto de origem na imagem adquirida do sensor, distintas observações da amostra são
apresentadas. Como pode ser verificado, o deslocamento da fonte de iluminação causa




Figura 3.3: Protótipo da plataforma holográfica de microscopia e partes componentes sob
diferente ponto de vista.
mento. Ao deslocar a fonte, cada célula do sensor captura novos padrões de intensidade,
que podem ser utilizados para computação da informação de sub-pixel em uma imagem
holográfica de maior resolução.
Outro aspecto que pode ser observado diz respeito ao alinhamento que a amostra
deve ter em relação à superfície do sensor de imagem. O sensor é posicionado no centro
da base da plataforma conforme Figura 3.2-(b), diretamente pela parte inferior a uma
profundidade equivalentemente próxima à sua altura, de modo a lâmina microscópica
poder deslizar livremente sobre a base da plataforma, mas sem contato com o sensor de
imagem. Apesar da distância muito reduzida entre o sensor e a amostra, é importante
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Figura 3.4: Resultado da aquisição de hologramas em células reprodutoras masculinas,
com o deslocamento da fonte luminosa no eixo vertical.
que a superfície do sensor e a lâmina da amostra a ser inspecionada estejam em planos
quasi -paralelos. Pela teoria da difração, diferentes distâncias dos planos detector-objeto
podem dificultar no ajuste de foco realizada pelo método numérico de difração, e este
requisito de alinhamento deve-se também as seguintes razões:
• Primeiramente, lâminas microscópicas combinadas com lamínulas de vidro (cover-
glasses) devem ser utilizadas para reduzir a profundidade existente no meio fluídico.
A amostra é colocada sobre a lâmina microscópica, e coberta com uma lamínula,
forçando com que o fluído esteja proximamente no mesmo plano-objeto em z. Para
o caso de canais de microfluídica, dependendo da altura do canal (geralmente entre
50−100µm), invariavelmente haverão partículas em diferentes posições dentro deste
mesmo volume;
• A distância entre a amostra, posicionada sobre a base da plataforma em uma lâmina
ou canal de microfluídica, e o sensor de imagem, deve ser a menor possível a ponto de
poder ser ignorada. No entanto, esta não é uma verdade absoluta, pois distâncias em
escala de nanômetros ou mesmo micrômetros podem ser verificadas entre a amostra
alvo e a célula do sensor de imagem, onde o sinal é efetivamente capturado. Para
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este caso, a amostra deveria ser colocada diretamente sobre a superfície do sensor
sem a utilização de lâminas microscópicas, o que tornaria a utilização da plataforma
não prática;
• O não alinhamento entre o sensor de imagem com a amostra, ou seja, planos não
paralelos, produzem distorções e não uniformidade para hologramas localizados em
diferentes pontos no FOV. Idealmente, planos paralelos devem ser utilizados entre
o plano-objeto e o plano-detector, e caso variações de alinhamento ocorram, valores
específicos de distância poderão ser requeridos na difração numérica para diferentes
pontos na FOV.
3.1.2 Abordagem de Melhoramento de Resolução emMulti-Frame
Em um sistema de aquisição de imagens, resolução é um dos aspectos mais críticos a serem
considerados. Resolução é a capacidade de um sensor ou detector observar ou mesmo
mensurar os menores objetos perceptíveis na cena, com clara distinção da sua informação
de fronteira. Embora exista uma clara diferença entre os aspectos de resolução e pixel,
ambos os termos apresentam uma relação bastante direta entre si. Pixel corresponde a
unidade atômica em uma imagem, ou seja, é o menor fragmento existente em um domínio
planar. Para o contexto de uma imagem, é possível aumentar a resolução pela utilização
de mais pixels, de modo que a representação da visão de mundo seja a mesma.
No contexto da holografia digital, embora a resolução de uma imagem dependa muito
mais essencialmente do tamanho do pixel-size que um detector apresenta, alguns limites fí-
sicos podem ser superados computacionalmente pela obtenção de uma imagem holográfica
com maior resolução e a densidade de pixels seja maior [34, 35]. De acordo com a litera-
tura, é possível melhorar a resolução de uma imagem através do incremento do seu número
de pixels pela aplicação de métodos computacionais sobre a própria imagem de entrada
[36]. Para esta categoria de super-resolução, um quadro único da imagem é utilizado,
mas aspectos físicos do sensor devem ser conhecidos previamente, e então uma função de
espalhamento (Point-Spread-Function – PSF) pode ser estimada na imagem. Métodos de
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convolução são então aplicados juntamente com a PSF no sentido de de-convolver uma
imagem ampliada [37]. Na holografia digital, no entanto, o sistema de iluminação em
geral envolve fontes coerentes projetando frentes de onda, de modo que o processo de for-
mação da imagem é linear no campo complexo [38]. Efeitos de cancelamento ou anulação
do sinal holográfico, ou mesmo a introdução de efeitos não lineares podem ocorrer pela
aplicação da PSF. Sinais holográficos especialmente de alta-frequência, onde a informação
da onda está codificada de forma bastante reduzida em nível de pixel, pode ser modificada
e perdida ao longo da aplicação linear de uma função de espalhamento.
Uma outra forma conhecida de melhoria da informação de resolução é pela extra-
polação do número de observações da cena que o detector pode realizar. Através de
uma amostragem estatística, múltiplas observações consecutivas da mesma cena tendem
a introduzir no conjunto de imagens pequenas variações em luminosidade ou ruído, que
podem ser recombinadas em uma nova imagem de resolução maior [39, 40, 41]. Desta
forma, pela simples somatória da informação temporal é possível suprimir pontos de gra-
diente não periódicos, com incremento da qualidade da informação visual da cena. No
caso do deslocamento da informação visual sobre a superfície do sensor de imagem, a
informação adquirida é mais diversificada, uma vez que não somente diferentes intensi-
dades, mas pontos de observação são introduzidos ao conjunto de imagens. No entanto,
existe a necessidade de processamento computacional adicional em relação ao registro das
imagens no mesmo domínio planar.
No exemplo da Figura 3.5 são demonstrados hologramas correspondendo ao mesmo
objeto na cena, com uma pequena variação da informação de luminosidade devido ao
deslocamento da fonte luminosa. Para facilitar a compreensão, a informação em nível
de pixel é apresentada, onde é possível constatar diferenças em termos de valor de lumi-
nância capturadas pelas células foto-sensíveis do sensor de imageamento. Para amostras
estáticas, i.e., onde a captura em vídeo não é necessária e a amostra não apresenta mo-
vimentação, o uso de múltiplos frames de uma mesma cena pode ser uma alternativa
bastante interessante para estimar a informação de sub-pixel entre os hologramas.
Uma vez que as múltiplas observações da cena sob diferentes posições são obtidas, o
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Figura 3.5: Hologramas obtidos pela plataforma holográfica proposta submetidos ao des-
locamento da fonte de iluminação. Para efeitos de comparação a informação em nível de
pixel é apresentada.
conjunto de imagens é armazenado e algoritmos de processamento de imagens e reconheci-
mento de padrões são aplicados sobre o conjunto. Por definição, um conjunto de imagens
utilizado para composição de uma única imagem de alta-resolução é denominado de con-
junto de baixa-resolução, embora seja adquirido utilizando a resolução máxima disponível
no sensor de imageamento. Para a metodologia proposta, o número total de observações
de uma mesma cena corresponde a 49 images, sendo capturadas com deslocamentos apro-
ximadamente a cada 1mm na plataforma em uma matrix de 7x7 posições. O número
total de imagens escolhidas para formação do conjunto de baixa-resolução é arbitrário,
embora estatisticamente um maior número de imagens torna favorável a recuperação de
um maior nível de informações.
Uma visão geral da metodologia utilizada é demonstrada através da ilustração da Fi-
gura 3.6. Utilizando a plataforma previamente descrita, o conjunto de baixa-resolução é
obtido com deslocamentos da fonte de iluminação. A próxima etapa da abordagem com-
putacional é o processamento do conjunto baixa-resolução, onde através de procedimentos
de registro das imagens no mesmo plano, e processos de otimização do alinhamento em
nível de sub-pixel, melhoramentos são obtidos e armazenados em uma única imagem de
maior resolução. Esta etapa é composta a partir de dois processos executados em sequên-
cia: (a) alinhamento rápido das imagens ou de um sub-domínio planar Ω com base em
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Figura 3.6: Diagrama de fluxo da plataforma holográfica proposta com o objetivo de
melhoramento da resolução e supressão de ruído. Após a obtenção de hologramas em alta-
resolução, métodos numéricos de difração convertem o sinal em informação morfológica
do plano-objeto.
características do conjunto, e (b) minimização de uma função objetiva de custo designada
para otimização do nível de alinhamento apresentado entre os hologramas no conjunto.
Esta função de minimização é baseada em modelos variacionais, onde a minimização de
uma função de energia possibilita uma boa aproximação para o alinhamento, e esta função
é modelada para otimização da propagação das ondas e do nível de sharpness do sinal
holográfico. A função objetiva é composta por um termo de fidelidade para manter a
localidade espacial, e outro termo para mensurar o nível de sharpness no domínio pla-
nar. A minimização da função é orientada por um framework bio-inspirado [79], onde o
conceito de otimização não-determinística de colônia é utilizado (Ant Colony Optimiza-
tion). Adicionalmente, supressão de ruído é obtida na abordagem proposta, assim como
é esperado nas abordagens em multi-frame, mas com o diferencial de identificar sombras
oriundas de diferentes planos (artefatos no topo da lâmina microscópica), e distribuí-los
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espacialmente. Exemplo desta supressão pode ser observada na ilustração da Figura 3.6,
onde é possível verificar no holograma de alta-resolução a eliminação de sombras que
anteriormente estavam presentes na minimização da função objetiva de custo.
Como resultado do processo de registro e otimização do conjunto de baixa-resolução, é
possível obter uma única imagem com resolução n vezes maior, onde n é o fator de incre-
mento em relação à imagem inicial, ou analogamente o fator de divisão na qual um único
pixel na imagem será sub-dividido nas derivativas em x e y. Por fim, o holograma obtido
em alta-resolução é submetido a método numéricos de difração escalar, para recuperação
da informação morfológica no plano-objeto.
3.1.2.1 Registro das Imagens Holográficas
O processo de registro (ou alinhamento) de imagens consiste na computação de uma
transformação ótima entre dois ou mais planos, com o objetivo de alinhá-los no mesmo
domínio planar. As primeiras técnicas para o alinhamento de imagens foram propostas
a três décadas, através do algoritmo seminal de Lucas e Kanade [80]. Nesta abordagem,
Lucas e Kanade propuseram um método baseado na informação de intensidade do gra-
diente da imagem, na busca pelas melhores correlações entre dois planos de entrada. O
algoritmo original sofreu diversas modificações e adaptações tal como apresentado por
[81, 82, 83, 84], mas no entanto, a ideia original do algoritmo de Lucas e Kanade é uma
das mais utilizadas na visão computacional para o rastreamento de objetos em vídeo,
análise de movimento, e reconhecimento de padrões.
É possível também verificar que o processo de registro pode ser realizado tanto por
métodos baseados em correspondência de pixel/área, como por correspondência de ca-
racterísticas [85, 86, 87, 88]. Métodos por correspondência de pixel/área (area-matching)
computam transformações na imagem candidata (C) para registrá-la em uma imagem de
referência (R) tomando por base um valor de erro a ser minimizado, computado a partir
das diferenças entre os planos C e R. Em geral, métodos baseados em correspondência
de área apresentam um elevado custo computacional para realizar as diversas transfor-
mações devido comparações pixel-a-pixel. Métodos por correspondência de características
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(feature-based ), por sua vez, utilizam um conjunto esparso de pontos comuns entre C e
R. A premissa básica é localizar pontos de interesse em ambas as imagens (denominados
de key-points), e correlacioná-los para a computação de uma matriz global de transforma-
ções para as imagens (denominada de matriz de homografia). Embora não apresentem a
mesma eficiência em termos de resultados qualitativos, métodos de registro baseados em
características são bastante eficientes em tempo de execução.
Na metodologia holográfica proposta, o conjunto de imagens em baixa-resolução é
obtido a partir de pequenas variações de posicionamento da fonte de luz, assim como
a aquisição dos hologramas é realizado com o mesmo feixe de comprimento de onda,
intensidade e condições de distância e foco. Sob tais circunstâncias o conteúdo da cena
é quase o mesmo e a cena é aproximadamente planar. Desta maneira, uma abordagem
híbrida é utilizada na metodologia proposta para realizar inicialmente o alinhamento
rápido das imagens holográficas (com base nas características), seguido pela otimização
de um método baseado em correspondência de pixel/área.
O alinhamento rápido das imagens holográficas baseado em características é realizado
através de uma transformação global na imagem C em relação a R. Operações de defor-
mação em C são realizadas tomando por base um conjunto de operações permitidas sendo
rotações rígidas in-plane e operações de translação nas direções x e y. Para este conjunto
de deformações, uma matriz de transformações é obtida a qual depende essencialmente
dos parâmetros do vetor p = (wz, tx, ty), sendo wz o componente de rotação e tx e ty as
componentes de translação nos planos x e y, respectivamente. É possível ainda na defi-
nição da matriz de transformações acima, pela generalização de W , realizar deformações
mais complexas tal como transformadas nos planos 3D e operações em escala, as quais
não se aplicam para o contexto holográfico apresentado.
Para a obtenção de W , uma série de algoritmos comumente utilizados na literatura
para o registro baseado em características são utilizados. Estes algoritmos podem ser
sumarizados em detecção dos key-points em C e R, e com base nos pares comuns de
key-points em ambas as imagens, uma matriz de homografia é computada para registro
das imagens no mesmo domínio planar (2D). Estes procedimentos com os respectivos
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algoritmos computacionais são descritos abaixo:
1. Uma das imagens é utilizada como imagem referência (R) para o registro de todo
o conjunto de imagens em baixa-resolução, onde a imagem localizada ao centro
do deslocamento é utilizada para manter uma distância aproximada entre todos os
pontos, e consequentemente menor interferência geométrica;
2. Os key-points são detectados para todas as imagens candidatas (C) e também para
R. Para localização dos key-points o descritor de SURF (Speeded Up Robust Featu-
res) [89, 90] é utilizado, sendo este um robusto detector local de características. O
detector de SURF é um descritor de alta-performance dos pontos de interesse em
uma imagem, onde a imagem é transformada em coordenadas utilizando uma téc-
nica denominada de multi-resolução. Esta técnica consiste em reduzir a largura de
banda de uma imagem de entrada (mas mantendo o tamanho original) utilizando um
modelo piramidal Gaussiano ou Laplaciano, obtendo assim a informação de espaço-
escala. Embora na abordagem proposta não exista problema de escala, o algoritmo
SURF é invariante à informação de escala graças ao seu modelo piramidal. O algo-
ritmo SURF é baseado no seu antecessor SIFT (Scale-Invariant Feature Transform)
[90], mas provendo resultados melhores e com menor complexidade computacional;
3. Vetores de características são obtidos a partir dos key-points para C e R. O algo-
ritmo FLANN (Fast Approximate Nearest Neighbor ) [91, 92] é utilizado para este
propósito para realizar a correlação dos vetores. FLANN apresenta como princípio
de trabalho realizar buscas de caráter nearest neighbor em espaços de alta ordem
dimensional;
4. Uma etapa adicional de filtragem é realizada para eliminar vetores de características
que podem ser considerados outliers. A premissa básica desta eliminação é que a
grande maioria dos vetores apresentem o mesmo comprimento de deslocamento com
o mesmo ângulo de orientação. Através de uma abordagem de mínimos quadrados,
uma métrica simples de clusterização classifica os vetores com características coin-
cidentes, eliminando as distâncias e coeficientes angulares não correspondentes ao
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alinhamento dos hologramas;
5. A matriz de homografia é computada pelo método RANSAC (Random Sample Con-
sensus) [93, 90], um modelo estocástico iterativo que tenta diferentes sub-conjuntos
randômicos a partir dos pares correspondentes, para estimar a matriz de transfor-
mações. O método RANSAC é utilizado em modelos matemáticos para a estimativa
de parâmetros em um conjunto de dados observados na presença de pontos outli-
ers. Por ser de natureza estocástica, o algoritmo é não-determinístico e produz
resultados aceitáveis com uma certa probabilidade, que incrementa conforme mais
iterações são utilizadas. A premissa básica de funcionamento é que o dado consiste
de pontos inliers, que podem ser verificados através de uma distribuição que pode
ser modelada através de um conjunto de parâmetros. Para cada conjunto de vetores
de características, uma matriz global de homografia é computada correspondendo
às transformações para alinhamento de C em R. O melhor sub-conjunto de pon-
tos com correspondência é então utilizado para produzir uma estimativa inicial da
matriz de homografia.
Na ilustração da Figura 3.7 é demonstrado o processo de alinhamento realizado sob as
imagens de baixa-resolução, através do processo anteriormente descrito para correlação
dos key-points. Para a Figura 3.7-(a) e (b), hologramas de baixa-resolução correspon-
dendo aos índices de número 2 e 48 são apresentados (dentre um conjunto total de 49
imagens). Ao lado esquerdo a imagem de referência R é apresentada, enquanto que ao
lado direito a imagem holográfica C, candidata ao registro, é demonstrada. Em ambas
as imagens é possível verificar os key-points, onde as linhas conectando ambas as ima-
gens R e C indicam os vetores de características encontrados. Na região em destaque ao
centro de cada imagem, as linhas em vermelho indicam o ângulo de orientação e o traço
correspondente para cada vetor de deslocamento dos key-points após mapeados. Através
dos vetores de características, matrizes de homografia correpondendo às transformações
globais são obtidas para cada imagem do conjunto de baixa-resolução.
Outra observação interessante para avaliação da efetividade da matriz de homografia




Figura 3.7: Registro do holograma de referência (esquerda) com hologramas candidatos
(direita). Região em destaque corresponde ao deslocamento dos vetores de característica.
serem alinhados, conforme pode ser verificado através da Figura 3.8. Em (a) é apresen-
tada a diferença entre os planos R e C, sem a realização do registro inicial. Em (b) é
demonstrada a mesma operação de diferença realizada com o mesmo plano candidato C
transformado pela matriz de homografia, e subtraído de R. Pode-se verificar que uma
série de hologramas realizaram a correspondência, enquanto que nesta etapa já é possível
identificar assinaturas holográficas que se encontram em diferentes planos de difração, tal
como apresentado pelo holograma principal na figura em (b). Outro aspecto interessante é
a computação de um mapa global de deslocamento, na qual todas as imagens do conjunto




Figura 3.8: Resultado do método de registro inicial utilizado na abordagem proposta.
Em (a) exemplo da diferença de uma imagem C em relação a R. Em (b) diferença de
pixels pós-registro. Em (c), mapa de deslocamento do sistema de iluminação para todo o
conjunto de baixa-resolução.
de deslocamento para cada imagem C do conjunto de baixa-resolução, o mapa global de
deslocamento é obtido conforme ilustrado na Figura 3.8-(c). Este mapa sumariza como
ocorreram os deslocamentos da fonte de iluminação da plataforma durante o processo de
aquisição das assinaturas holográficas, através de suas posições relativas.
A partir das matrizes de homografia, um registro direto das imagens de baixa reso-
lução poderia ser utilizado para a computação de uma imagem com maior número de
pixels. Por outro lado, métodos baseados em características não são especificamente de-
signados para a computação da informação de sub-pixel. O alinhamento produzido por
métodos baseados em características é baseado em key-points locais, caracterizando-se
um alinhamento aproximado. O registro inicial, por outro lado, pode ser utilizado como
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ponto de partida de um processo de registro por correspondência de área da solução com
ótimo global. Isto é realizado através da minimização de uma equação energia funcional,
detalhada na próxima subseção.
3.1.2.2 Modelos Variacionais para Minimização de Energia
Imagens são representações geralmente bi-dimensionais, onde cada posição ?2 pode ser
referenciada de forma vetorial em tuplas ordenadas correspondendo assim a uma entidade
complexa, sem senso organizacional e sem qualquer informação semântica [94]. Imagens
também podem ser referenciadas como funções de ?2, e neste caso muitos problemas a
respeito da interpretação de imagens podem ser reformulados como:
• (a) evolução na imagem: a imagem de entrada I é considerada uma condição inicial,
e equações diferenciais parciais (PDE) são aplicadas sobre estas de modo a evoluir
os dados da imagem para a resolução de um problema;
• (b) minimização de uma energia por modelos variacionais: a solução dos problemas
são formulados em termos de suposições de um fenômeno/modelo, o quais integram
uma energia funcional que deve ser minimizada.
Para o primeiro caso, tipicamente modelos que operam sobre a evolução na imagem
são de natureza iterativos, tal como o processo de difusão anisotrópico para suavização
de uma imagem. Para a segunda categoria, há uma equação de energia funcional que
representa todo o problema e sua solução, e esta funcional deve ser minimamente satisfeita
e minimizada.
Sob um ponto de vista geral, a grande vantagem dos modelos variacionais sobre os de-
mais modelos é que uma grande quantidade de dados discretos (pixels) são reduzidos para
uma única função contínua. O cálculo das variações (de onde surge o termo variacional)
originou-se de fatos triviais e bem conhecidos, tal como o problema do menor caminho
entre dois pontos, que é uma linha reta; ou tal como o círculo é a figura com a maior área
inclusa dentro de um dado perímetro. O cálculo variacional preocupa-se com o extremo
de uma dada funcional – uma função de funções –, pois esta procura encontrar um ca-
79
minho, curva ou superfície, de modo que uma funcional possa apresentar um mínimo ou
máximo. Em um senso matemático, um modelo variacional envolve encontrar funções u
desconhecidas na forma de integrais funcionais. Em modelos variacionais é fácil realizar
uma leitura de todo o problema em uma simples fórmula de energia funcional.
Um modelo variacional é uma abordagem baseada em equações diferenciais parciais
que possibilitam modelar as propriedades A1, ..., An de um modelo qualquer através de
uma energia funcional E
E (u1(x), ..., un(x)) =
?
Ω
(A1 + ... + An) dx. (3.1)
A energia funcional E tenta encontrar as funções u1, ..., un que consigam minimizar a
energia, em geral em função de condições especiais que são colocadas [21], chamadas aqui
simplesmente de “suposições”. Este tipo de abordagem apresenta uma série de vantagens,
tal como a simplicidade na formulação do modelo, uma vez que cada suposição A é defi-
nida através de termos penalizadores. Termos penalizadores possuem a função de indicar
a qualidade de aproximação da formulação em relação ao problema: cada termo induz a
grandes valores de energia quando as suposições não são satisfeitas, e em contrapartida
baixos valores quando há coerência com a suposição [23, 52, 51]. Pela soma dos termos
penalizadores A1 + ... + An, obtém-se o valor final da energia E: quanto menor o valor,
melhor é a qualidade da aproximação de u em relação às suposições, e por conseguinte
melhor a formalização do modelo. Em termos de energia funcional pode-se reformular
problemas genéricos bastante complexos, e as maneiras restritivas de se modelar as su-
posições A tornam os modelos variacionais bastante flexíveis. Devido a generalidade,
métodos variacionais podem ser aplicados com bastante eficiência em inúmeras tarefas do
processamento de imagens (tal como o registro de imagens), de modo que outras técnicas
de processamento de imagens não são adequadas para tratar o problema [21].
Embora apresente um conceito bastante interessante, em um modelo variacional existe
a dificuldade em como formalizar analiticamente um modelo matemático para determi-
nada suposição. Em outras palavras, a escolha de como modelar os termos penalizadores
desempenha um papel fundamental em um modelo variacional. Por outro lado, mode-
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los variacionais possuem a sua base construída sobre modelos matemáticos e numéricos
bem fundamentados, de modo que a teoria do cálculo variacional apresenta maneiras de
minimizar os termos penalizadores de uma energia funcional. Em suma, o processo de
minimização de energia acaba sendo direcionado para um sistema linear de equações que
necessitam ser minimamente satisfeitas, as chamadas equações de Euler-Lagrange (EL).
Como exemplo, um modelo variacional bastante simplificado é o modelo variacional
para redução de ruído em uma imagem. Trata-se de um modelo variacional com penali-





(u − I)2 + α|∇u|2
?
dx. (3.2)
A primeira suposição da equação é dada por (u − I)2 é chamado de data-term, o qual
penaliza as diferenças de u em relação a imagem I . O segundo termo |∇u|2, chamado de
smoothness-term penaliza caso haja muitas diferenças de suavidade na região. Como in-
terpretação, é possível afirmar que a funcional restringe que o resultado u seja semelhante
à entrada I , e o resultado obtido deve ser suave e não variar muito. O escalar α atua
como termo regularizador, controlando a importância do termo de suavidade em relação
ao termo de fidelidade.
Para demonstrar a simplicidade dos modelos variacionais, uma outra variante do mo-
delo anteriormente descrito é com o uso de termos penalizadores não-quadráticos. Como






(u − I)2 + 2α|∇u|
?
dx (3.3)
uma vez que descontinuidades apresentam menor valor de penalização para 2x em relação
à x2, descrito na Equação 3.2.
É possível observar outro aspecto nas equações de energia funcional anteriormente
apresentadas: as mesmas podem ser facilmente generalizadas para o problema da seg-
mentação: um segmento deve ser semelhante à sua partição em I , e o segmento não deve
variar muito internamente. A principal diferença entre o uso da funcional apresentada na
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Equação 3.2 para o propósito de redução de ruído e geração de segmentos é a forma na
qual esta será traduzida da sua forma contínua para discreta. O que pode ser verificado é
que a minimização da energia E é um compromisso entre ambos os termos penalizadores
da equação.
Um exemplo bastante interessante de energia funcional é a equação de Mumford-Shah
proposta em 1989 por David Mumford e Jayant Shah [95]. Baseado nas equações de
energia para a redução de ruído descrita na Equação 3.2, Mumford-Shah combinaram a
aproximação suave de segmentos Ω ao mesmo tempo separados por um conjunto mínimo
de fronteiras qualitativas K, mas ficaram renomados em 89 com a ideia de uso destas
fronteiras para os segmentos não-suaves [96]. Através de Ω = K +
?
i Ωi, ou seja, todos os
segmentos de um domínio planar separados por fronteiras entre os segmentos, a equação
de energia funcional E(u, K) é dada por
E(u, K) = β
?
Ω







de modo que u é uma função piecewise1. Desta forma, a interpretação dos termos desta
funcional pode ser dado por:
• (u − I)2 – data-term, o qual força a aproximação do resultado u para a imagem de
entrada I ;
• |∇u|2 – computa e controla a suavidade interna de u em sub-conjuntos disjuntos
abertos e conectados Ωi de Ω/K (Ω sem as fronteiras qualitativas K) em ?2. Assim
como nas equações anteriores, o objetivo deste termo é penalizar a energia quando
um segmento Ωi apresente muita variação interna;
• o último termo regulariza o comprimento, suavidade, e locação das fronteiras K.
Similarmente, os coeficientes β, α e λ são escalares positivos os quais possibilitam
ao modelo de Mumford-Shah ser uma abordagem em multi-escala [97]: β controla a
aproximação de I por u, referindo-se à escala; α é o termo regularizador da importância do
1função aplicável em cada peça Ωi, mas não aplicável a todo o domínio.
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penalizador de suavidade; λ é um parâmetro de regularização de contraste para controle
do comprimento das fronteiras no senso uni-dimensional de Hausdorff [98], limitando o
tamanho total do arco de borda da segmentação Ω. Como resultado, o coeficiente λ
quando definido com um valor baixo a funcional força u a ter muitas fronteiras, e por
conseguinte o efeito de super-segmentação. Do contrário, altos valores de λ tendem a
forçar com que a soma total dos arcos de borda seja minimizado, e o resultado será de
sub-segmentação.
3.1.2.3 Algoritmo para Minimização da Função Custo
A minimização de um valor de energia, no entanto, requer o uso de um modelo discreto
para minimizar as equações de energia representadas pelos modelos variacionais. Nesta
abordagem, a otimização em nível de sub-pixel é realizada por um framework bio-inspirado
especificamente designado para domínios contínuos, proposto por [79] e denominado de
ACO? (Continuous Ant Colony Optimization). Diferentemente de uma abordagem tra-
dicional de algoritmo de ACO, projetado para ser uma meta-heurística para problemas
combinatoriais discretos, o ACO? é uma categoria de algoritmos para a otimização em
domínio contínuo.
Tal como a formulação básica para problemas combinatórios, a otimização em domínio
contínuo consiste em um espaço de busca S definido sobre um conjunto variáveis reais,
de modo que uma função objetiva f : S → ?+0 deve ser minimizada para obtenção de
uma solução de ótimo global. S é um conjunto contínuo de variáveis Xi, i = 1, ..., n,
de modo que este conjunto pode apresentar suas variáveis restritas ou não-restritas, i.e.,
vi ∈ D. Uma solução s∗ ∈ S é a melhor configuração de um conjunto de variáveis
contínuas, sendo considerada o ponto de ótimo global se e somente se f(s∗) ? f(s) para
cada possível solução f(s) ∈ S. O conjunto de todas as soluções global ótimo é denotado
por meio de S∗ ⊆ S, onde pelo menos uma s∗ deve ser encontrada para solucionar o
problema de otimização contínuo.
A essência do algoritmo tradicional de ACO é realizar uma construção incremental
de soluções baseado na escolha probabilística de soluções componentes, com base no con-
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ceito de feromônio [79]. Feromônio é utilizado para indicar sobre as soluções previamente
visitadas em S as que apresentam o melhor valor de qualidade, e esta informação pode
ser repassada para outros indivíduos do conjunto para realizar a visita em soluções na
vizinhança. Então, o algoritmo de ACO apresenta suas variáveis definidas pela própria
formulação do problema, e a cada passo da construção, um indivíduo realiza uma esco-
lha probabilística das soluções componentes, realizando uma distribuição probabilística
discreta. A ideia fundamental para a otimização em domínios contínuos adotada no al-
goritmo de ACO? é o uso de uma função Gaussiana de densidade probabilística, onde ao
invés de selecionar um componente discreto, um indivíduo amostra a função de densidade.
A função de densidade no ACO? é associada com uma função de distribuição cumula-
tiva, utilizada para produzir números reais uniformemente distribuídos. Para prevenir o
problema de áreas desconexas no espaço de busca, a função Gaussiana de probabilidade
é baseada em uma função de kernel Gaussiana, computada através da soma ponderada
de várias funções Gaussianas uni-dimensionais. Uma das grandes vantagens da utilização
de várias funções de kernel Gaussiano está relacionada ao fato da dimensionalidade, onde
uma única função de probabilidade Gaussiana possibilita a fácil amostragem e flexibilidade
quando comparada com várias funções Gaussianas simples.
A representação do feromônio (ou modelo de feromônio) é utilizada para probabilis-
ticamente amostrar S, e sua atualização tem como objetivo incrementar ou decrementar
os valores associados com soluções boas/promissoras das soluções ruins, respectivamente.
Para evitar a rápida convergência e consequentemente reduzir a busca por outras solu-
ções promissoras, a evaporação do feromônio é utilizada, onde boas soluções previamente
encontradas são utilizadas para incrementar a probabilidade da busca. Para domínios
discretos, o algoritmo de ACO apresenta a informação de feromônio armazenada como
uma tabela e um indivíduo utiliza esta tabela como referência para uma distribuição
probabilística discreta.
Por outro lado, para domínios contínuos, a informação de feromônio não pode ser
representada como uma simples tabela uma vez que a escolha não é restrita para um con-
junto finito de valores. Para solucionar esta limitação, a estratégia adotada é a atualização
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do feromônio baseado nas boas soluções encontradas (assim como no ACO tradicional),
mas ao invés de descartar as soluções atuais encontradas pelos indivíduos, o algoritmo de
ACO? mantém o rastreio de um certo número de soluções, e a evaporação do feromônio
é associada com as soluções mais antigas em um arquivo T . ACO? armazena em T os
valores correspondentes a suas n variáveis, associadas com a resposta da função objetiva
f(sn). Diferentemente de uma abordagem tradicional de ACO ou ACO baseado em po-
pulação, onde as soluções são utilizadas para atualizar o feromônio, para o caso contínuo
o feromônio é utilizado para gerar dinamicamente funções probabilísticas de densidade
[79].
A partir desde ponto de vista, o algoritmo de ACO? é denotado como um excelente
framework para a convergência e otimização de variáveis contínuas, bastante adequado
para minimização de uma função objetiva de custo. De maneira similar, modelos variaci-
onais apresentam a minimização de um modelo de energia, postulado como um conjunto
de premissas necessárias para solucionar um problema. Pela minimização da energia, i.e.,
E → 0, melhor é a aproximação do modelo, onde cada premissa dever ser minimamente
satisfeita. Conforme apresentado anteriormente, as premissas são modeladas por meio de
termos penalizadores do modelo, onde o conceito de minimização de energia é aplicado
com sucesso em muitas áreas do processamento de imagens tal como o problema da seg-
mentação, filtragem e restauração, denoising [21], e também para a super-resolução em
sequências de vídeo [99, 100, 101].
Nesta abordagem holográfica proposta, a minimização de uma função custo baseada
em um modelo variacional para a otimização em nível de sub-pixel é utilizada. Os ter-
mos penalizadores semelhantes ao modelo de Mumford-Shah são utilizados com base nas
premissas de alinhamento geral das imagens, e incremento da propagação das respostas
de alta-frequência do sinal holográfico. A modelagem destas premissas é realizada em
dois termos penalizadores distintos: termo de fidelidade, e medição do nível de sharpness
do holograma. O primeiro termo mede a fidelidade do alinhamento entre o conjunto de
baixa-resolução em relação a um resultado candidato de alta-resolução I , expressando a
premissa de que o resultado deve ser conciso em proximidade de alinhamento durante a
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minimização. O segundo termo é uma medida de sharpness designada a indicar quando
uma solução candidata apresenta melhor nível de propagação do sinal holográfico.
Desta forma, considerando uma solução candidata I qualquer, contendo as transforma-
ções homográficas necessárias sobre um conjunto de baixa-resolução. A energia E desta
solução candidata pode ser expressa por meio de:
E(I, L) = α
m?
i=1
(Li − I)2 + β(∇I), (3.5)
onde L é o conjunto das observações em baixa-resolução transformadas, e m é a cardinali-
dade de L. Pode ser observado que a formulação acima mencionada é similar ao conceito
geral de super-resolução proposto por [99], mas com a adição do termo de medida de
sharpness, importante para o contexto da holografia. O primeiro termo é o termo de fide-
lidade utilizado para mensurar a qualidade de aproximação da imagem em alta-resolução
I produzida, em relação ao conjunto de baixa-resolução, relacionada com a localidade
espacial, penalizando soluções com baixa correspondência de alinhamento. Outro fator
é que com a utilização de penalizadores quadráticos, a solução I é obrigada a estar pró-
xima do alinhamento inicial realizado pela etapa de registro baseado em características.
O segundo termo ∇I é uma medida de foco computada a partir do método LAPM (sum-
modified-Laplacian) [102]. Este algoritmo é um simples método de gradiente baseado em
duas derivativas parciais utilizadas para medição de intensidades e estimar o nível de
sharpness de uma imagem.
Os parâmetros α e β, assim como em muitos modelos variacionais formulados na
literatura, são utilizados para controlar a importância relativa de cada termo penalizador
[21]. Como o conjunto de baixa-resolução é obtido sob deslocamentos espaciais, os padrões
de difração podem mudar a sua forma de acordo com o posicionamento da fonte de luz
(Seção 2.1.2), e os padrões de interferências holográficas podem ser distintos em imagens
no conjunto. Para valores de α = 0, a solução ótima será completamente dependente do
nível de sharpness, e o processo de registro pode apresentar correspondência mesmo sem




Figura 3.9: Exemplo do nível de sharpness para soluções candidatas distintas.
Quanto ao segundo termo, a medida de sharpness, é baseada na observação de que
sharpness é indiscutivelmente o mais importante fator fotônico da qualidade em uma
imagem, uma vez que juntamente com a resolução determinam o nível de detalhe que
um sistema de imagem pode reproduzir [103]. Uma validação extensiva na literatura foi
realizada sobre 33 métodos de medida de foco, e foi verificado que operadores baseados em
Laplace apresentam a melhor performance geral sob condições normais de imageamento
[103]. No entanto, é dificultoso determinar qual é o mais adequado operador, uma vez que
em cenários específicos, tal como a holografia, existe uma forte dependência com a confi-
guração do conjunto de iluminação e detector onde a sequência de imagens é capturada.
Outro aspecto é que os métodos apresentados por [103] são designados para propósitos
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gerais, e na literatura alguns destes métodos são extensões para o tratamento de sinais
holográficos. No exemplo da Figura 3.9 diferentes níveis de sharpness para duas soluções
candidatas são apresentadas. Na primeira coluna o holograma original é demonstrado,
enquanto que na segunda coluna o gradiente do holograma computado pelo compasso
de Prewitt é apresentado. Como pode ser observado, o nível de sharpness apresentado
pela solução candidata da segunda linha apresenta um maior nível de detalhamento e
propagação do sinal holográfico.
Para o algoritmo apresentado nesta seção, foram utilizados os seguintes parâmetros:
população do ACO? é P = (Nlr − 1) ∗ Nt, onde Nlr é o número de imagens de baixa-
resolução capturadas, e Nt são as transformações da matriz de homografia. O número
de ants é k = 4, xp = 1, com uma taxa de convergência igual a 0.85. O algoritmo foi
executado sob um número de 200 interações.
3.2 Plataforma Holográfica de Microscopia para Processamento
em Vídeo
Processamento em vídeo holográfico é um aspecto bastante interessante que pode ser ob-
tido através de uma variante da plataforma holográfica anteriormente apresentada. Prin-
cipalmente no que diz respeito a análise de movimentação de amostras biológicas vivas,
plataformas holográficas portáteis são aplicações bastante relevantes para o imageamento
in-situ. O termo in-situ refere-se à análise de amostras de micro-organismos ou celulares,
de modo que o seu ambiente natural é preservado. Embora ocorra a transposição da
amostra do seu meio natural para uma lâmina microscópica ou mesmo canal de micro-
fluídica, o meio fluídico originário é o mesmo. Exemplo é a coleta de fluídos contidos
em ambientes de água estocada, onde uma ampla variedade de espécimens microscópicos
podem ser observadas. Neste caso, plataformas de microscopia holográficas sem lentes
caracterizam-se como ferramentas de Point-of-Need, podendo ser utilizadas para propó-
sitos gerais, tal como a observação da qualidade da água encontrada na natureza. Nas
próximas subseções, a plataforma holográfica para video é demonstrada, bem como o fluxo
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(a) (b)
Figura 3.10: Protótipo da plataforma sem lentes desenvolvida para processamento em
vídeo holográfico.
operacional para aquisição e processamento dos sinais holográficos.
3.2.1 Descrição Experimental do Setup
A plataforma proposta para o processamento em vídeo holográfico consiste no mesmo
conceito geral de imageamento sem lentes apresentado anteriormente pela Figura 3.1. No
entanto, a plataforma para vídeo holográfico difere da configuração de hardware descrita
na Seção 3.1.1 em principalmente dois aspectos: (i) alta taxa de amostragem é necessária,
logo a redução da FOV faz-se necessária, (ii) a fonte de iluminação é fixa, sem movimen-
tação para melhoramento da resolução dos sinais holográficos. Por não necessitar de uma
plataforma de deslocamento da fonte luminosa, o hardware pode ser miniaturizado em
alguns centímetros cúbicos com altura mínima para a propagação da feixe luminoso (3 –
4 cm).
Na Figura 3.10 uma visão geral do protótipo da plataforma para vídeo holográfico
desenvolvida é apresentada. As dimensões de base da plataforma e posicionamento do
sensor são os mesmos utilizados na plataforma anteriormente descrita, diferindo princi-
palmente no sistema de iluminação que é fixado e posicionado sob o centro do detector. O
sistema de iluminação utilizado nesta versão da plataforma corresponde a um LED laser
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de cor vermelha de baixo custo, uma vez que a coerência espacial e temporal do laser é
relativamente alta quando comparado com outros sistemas de iluminação.
Outro aspecto é que fonte de iluminação ultra-violeta não se torna adequada para o
imageamento de amostras in-situ. Iluminação ultra-violeta devido ao baixo comprimento
de onda atua como efeito esterilizador em micro-organismos e bactérias, e sua utilização
reduz a vida útil dos espécimens durante a aquisição das amostras pela plataforma. Para
efeitos de prototipagem, um Arduíno UNO é utilizado para auxiliar no controle da in-
tensidade do LED em relação a taxa de exposição do detector, e desta maneira reduzir
significativamente os valores de shutter-time para captura em vídeo com qualidade entre
quadros.
3.2.2 Abordagem de Processamento Holográfico em Vídeo
O processamento de vídeo holográfico apresenta algumas particularidades quanto a con-
figuração da plataforma. Para o aspecto de captura em altas taxas de amostragem,
embora o limite do detector seja entre 2.5 a 3.2 fps considerando toda a área ativa do
sensor (3840x2748 pixels), pela redução da FOV para um sub-domínio específico é possível
a obtenção de capturas com taxas de amostragem de até 60 fps. Dependendo a amos-
tra analisada, foi verificado que capturas com taxas de amostragem em torno de 15 fps
com uma taxa de exposição de 5-10 µs são suficientes para gravação de vídeo holográfico
com qualidade. Para amostras que movimentam-se muito rapidamente no meio fluídico,
capturas em torno de 35 fps são necessárias.
Quanto ao fluxo computacional para aquisição de vídeo holográfico, a abordagem é
bastante simples e ocorre em duas etapas assíncronas distintas: (a) aquisição do vídeo
holográfico dentro de uma sub-FOV e com limite de tempo variados, e (b) análise e deco-
dificação do vídeo holográfico por métodos numéricos de difração. A sumarização destas
etapas é demonstrada através da Figura 3.12, onde a plataforma de vídeo holográfico
proposta é ilustrada.
Para a etapa de aquisição do vídeo holográfico, um procedimento bastante simples é




Figura 3.11: Controle de iluminação utilizando um Arduíno Uno e LED laser vermelho
de baixo custo.
sensor de imagem. Para os experimentos apresentados neste documento, amostra de água
comumente encontrada em ambientes residenciais internos e externos foi utilizada. Outro
ambiente rico em espécimens é a água que simula um ambiente aquático tal como um
aquário ornamental. Exemplo do processo de preparação da amostra para imageamento
é demonstrado através da Figura 3.13, onde uma gota é acomodada sobre uma lâmina
microscópica ou diretamente sobre uma cobertura fina de vidro. Uma vez posicionada
sob o detector, os seguintes procedimentos são utilizados:
1. Uma inspeção inicial de todo o FOV é realizada em busca hologramas de micro-
organismos em movimentação;
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Figura 3.12: Diagrama geral da plataforma microscópica para vídeo holográfico.
2. Hologramas alvo de inspeção são então janelados e uma nova sub-FOV (ou região
de interesse) é definida em torno do objeto em movimento;
3. Configurações do arquivo de saída em vídeo são definidas (formato, fps), bem como
configurações da taxa de exposição do detector;
4. O vídeo é gravado enquanto o holograma movimenta-se na sub-FOV, não havendo
uma limitação em relação ao tempo transcorrido do vídeo ou tamanho de arquivo
de saída.
A etapa de decodificação consiste na escolha de uma profundidade de difração z. O
método numérico de difração escalar é então aplicado a cada frame do vídeo independen-
temente, para todos os tipos de sinais do campo complexo demonstrados na Seção 3.3.
Frames de saída são então recompostos em vídeos com as mesmas configurações do vídeo
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Figura 3.13: Demonstração do imageamento holográfico in-situ de micro-organismos exis-
tentes em uma gota de água.
de entrada.
A vantagem desta forma da aquisição assíncrona é que a análise do vídeo da amostra
pode ser realizada repetitivamente em 4D (volume + tempo), com diferentes parâmetros
de difração (z) e tipos de sinais providos pelo método numérico de difração. Outro aspecto
de bastante interesse e relevância é a análise e reconstrução volumétrica 4D do ambiente
analisado. No entanto, reconstrução volumétrica não corresponde ao escopo atual da
plataforma holográfica proposta.
3.3 Método Numérico para Difração Escalar
O processo de difração escalar descrito na Seção 2.1.3 pode ser discretizado através da
convolução de Fresnel. A difração de Fresnel-Huygens pode ser expressa por:












Figura 3.14: Holograma original decomposto nas parte real (?) e imaginária (?). A partir
de ? e ?, fase (θ) a amplitude (r) podem ser computadas. Sinal multi-dimensional pode
ser obtido pela combinação dos sinais ?, ?, θ ou r.






F−1{F{E0(x0, y0)} · F{SH(x0, y0)}, (3.7)
onde SH é a função de resposta de impulso definida na Equação 2.3 (ou a PSF ), e F é a
transformada de Fourier e sua inversa (F−1).
Na implementação numérica é necessário discretizar cada variável espacial e utilizar
a transformada rápida de Fourier (FFT) conforme segue [57]: as variáveis espaciais dis-
cretizadas são (x0, y0) = (m0∆x0,n0∆y0), onde ∆x0 e ∆y0 são os passos de amostragem
(sampling pitches) do sensor, e m0 e n0 são índices inteiros no plano de origem (entrada),
conforme representação da Figura 2.5. Semelhantemente, as variáveis espaciais discreti-
zadas são (x, y) = (m∆x,n∆y), onde ∆x e ∆y são os passos de amostragem e m e n são
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Figura 3.15: Exemplo de difração de um sinal holográfico de células reprodutoras mascu-
linas. Da primeira para a terceira coluna é demonstrado a parte ?, ? e a composição do
sinal C, respectivamente. Valores de difração são z = 30k, 45k, 60k,≈ 70k.
índices inteiros no plano de destino. As faixas dos índices inteiros são determinadas pelas
dimensões da imagem holográfica. Desta forma, utilizando os índices m1 e n1 a difração






F F T−1[F F T [E(m1, n1)] · F F T [SH(m1, n1)]], (3.8)
onde






Deve ser observado que a amostragem é plano de origem e plano de destino é a mesma
após o processo de difração ser realizado, ou seja, ∆x0 = ∆x e ∆y0 = ∆y, conforme
ilustrado pela Figura 2.5.
A chamada para a F F T corresponde a computação de um campo de números com-
plexos, onde a parte real (?) e imaginária (?) podem ser obtidas, conforme demonstrado
na Figura 3.14, onde hologramas de células reprodutoras masculinas são demonstrados.
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A partir do sinal ? e ?, sinal de fase e amplitude pode ser computado por meio de
θ(x, y) = tan−1
?(x, y)
?(x, y) , (3.10)
r(x, y) = [?(x, y)2 + ?(x, y)2]1/2, (3.11)
respectivamente. É interessante observar que diferentes sinais podem ser melhor utilizados
dependendo do tipo da amostra a ser inspecionada. Nas seções seguintes será verificado
que para células reprodutoras o sinal de amplitude é bastante interessante para a visu-
alização semelhante ao campo de luz brilhante (bright-field ) de um microscópio óptico
convencional. Sinal imaginário é interessante para pequenas estruturas tal como plaque-
tas, destacando o sinal semelhantemente a uma imagem de fluorescência. É possível ainda
realizar a composição de sinais e uma imagem multi-dimensional, onde
Crgb = [?,?,? + ?], (3.12)
resultando em um sinal onde o background tende a apresentar-se homogêneo enquanto
destacam-se os demais objetos na cena, auxiliando na análise automatizada das amostras
em operações de contagem ou extração de características.
Pela variação de z, respostas de difração em diferentes profundidades são dadas para
cada um dos sinais anteriormente descritos. Na Figura 3.15 o processo de difração para
diferentes planos-objeto é realizado para amostras de células reprodutoras masculinas. Da
primeira coluna para a terceira, o sinal ?, ? e C são demonstrados considerando valores
de difração de z = 30k, 45k, 60k,≈ 70k (? = 68k e C = 67k). Pela variabilidade de z é
possível observar o efeito da difração para até que o ponto de foco seja encontrado para
um determinado volume.
Este processo é equivalente ao processo de ajuste de foco de um microscópio óptico
convencional. Existem algumas abordagens computacionais para o ajuste de foco auto-
matizado em imagens de propósito geral. No entanto, para sinais holográficos, o ajuste
de foco deve ser conduzido por algoritmos específicos.
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Figura 3.16: Utilização do índice LAPM como métrica para o ajuste automatizado do
ponto de foco de difração em sinais holográficos.
De maneira preliminar, é possível verificar que métodos baseados em sharpness tal
como o utilizado na etapa de otimização do sinal holográfico pode ser utilizado para quan-
tificar o grau de gradiente de uma imagem holográfica. Desta forma é possível encontrar
uma aproximação para o ajuste automatizado do ponto de foco, conforme demonstrado
através da Figura 3.16, onde uma variante do método LAPM é utilizada para quantificar




Nesta seção, os resultados experimentais obtidos pela plataforma holográfica proposta se-
rão apresentados. O objetivo principal é demonstrar os resultados da holografia inline com
o enfoque na microscopia biológica. Para tal, os resultados obtidos com o melhoramento
da resolução dos hologramas através da abordagem em multi-frame serão discutidos, e
comparados em relação a um único frame obtido pela plataforma. A validação e apresen-
tação dos resultados é explorada a partir de: (i) análise dos sinais holográficos comparando
os hologramas de maneira individualizada e realizando mensurações da qualidade e nú-
mero de ciclos de onda; (ii) validação e análise microscópica da plataforma holográfica,
considerando todas as etapas que incluem a aquisição e melhoramento da resolução, de-
codificação do sinal holográfico, e por fim comparação visual em relação ao padrão-ouro
utilizado na microscopia, que é a imagem obtida por um microscópio óptico convencional.
Amostras de células humanas reprodutoras masculinas serão utilizadas para tal propósito
devido a suas características peculiares em relação aos demais tipos de amostras biológicas
humanas.
Para o protótipo de holografia em vídeo, resultados experimentais serão conduzidos
sem a validação microscópica. A correlação exata de espécimens em vídeo in-situ é com-
plexa de ser realizada devido a movimentação das partículas, não havendo desta forma
uma completa correlação do posicionamento da imagem holográfica com a imagem mi-
croscópica. Outro fator é que o desenvolvimento da plataforma holográfica para processa-
mento de microscopia em vídeo ocorreu a posteriori do período de pesquisa desenvolvido
no BAMM Labs. Embora da indisposição de um microscópio para confirmação dos espé-
cimens, é comum a presença de tais micro-organismos em ambientes internos ou externos,
com a presença de água parada ou mesmo em água potável.
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4.1 Plataforma Holográfica em Multi-frame
4.1.1 Preparação das Amostras
Amostras biológicas humanas foram utilizadas para validação da plataforma holográfica
em multi-frame proposta, bem como solução algorítmica para melhoramento da resolução.
Dos vários tipos de amostras biológicas verificadas na plataforma baseada em desloca-
mento da fonte luminosa, para o presente trabalho apenas amostras de células humanas
reprodutoras masculinas foram utilizadas. Células reprodutoras humanas, ou mais especi-
ficamente espermatozoides, referem-se às células reprodutoras masculinas com dimensões
na ordem de 3 µm por 5 µm na cabeça, com cauda correspondendo a aproximadamente 50
µm de comprimento, e medindo ≈0.6 µm de espessura [49]. Células reprodutoras mascu-
linas são particularmente interessantes de serem observadas, pois apresentam morfologia
e características únicas, podendo inclusive serem facilmente identificadas na plataforma
proposta mesmo sem a necessidade de confirmação microscópica. Outros tipos de células,
por sua vez, devido ao formato circular comum entre demais fragmentos que podem ser
encontrados no meio fluídico, requerem a confirmação do campo de brilho ou fluorescente
de um microscópio óptico convencional. Alguns exemplos da aplicação da plataforma ho-
lográfica em outros tipos de amostras biológicas serão preliminarmente descritos na seção
de trabalhos futuros deste documento.
Amostras com as células reprodutoras masculinas foram preparadas pelos colaborado-
res no laboratório BAMM Labs do MIT. O procedimento de preparação foi o desconge-
lamento das amostras a 37 graus Celsius, e então a amostra foi diluída em uma solução
1:20 com o meio fluídico BSA HTF (fluído tubal humano utilizado em fertilização). Em
seguida, 10 µl foram adicionados sobre uma lâmina microscópica, e então montados com
uma cobertura de vidro com dimensões de 8x8 mm [104].
As amostras foram imageadas utilizando a plataforma holográfica apresentada, e em
seguida, para a mesma região na lâmina contendo a amostra, a análise com microscopia
convencional óptica foi utilizada. Na plataforma de holografia em multi-frame, múltiplos
deslocamentos foram realizados para a obtenção do conjunto de baixa-resolução, em geral
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realizados com passo milimetrado. Para o conjunto, uma única imagem em alta-resolução
foi computada, e decodificada pelo método numérico descrito no capítulo anterior. A vali-
dação da plataforma holográfica proposta foi realizada com um microscópio invertido Carl
Zeiss Axio Observer-Z1, no BAMM Labs. No entanto, como o FOV de um microscópio
capturando imagens a 10x apresenta uma área de leitura bastante reduzida em relação aos
30 mm2 da plataforma holográfica, imageamento com composição de mosaico foi utilizado
na confirmação microscópica, onde imagens em campo de brilho foram adquiridas para
comparação visual e localidade espacial.
4.1.2 Resultados da Abordagem em Multi-Frame para Melhora-
mento da Resolução
Um aspecto importante a ser verificado na holografia digital em termos de resultados
quantitativos e qualitativos é o nível do sinal holográfico projetado sobre o sensor de
imageamento e recuperado computacionalmente. Na holografia, a informação pode ser
dividida em 2 partes segundo a teoria da difração: (i) informação de sinal de baixa-
frequência e (ii) e sinal de alta-frequência. Ambos os sinais são importantes na holografia,
mas principalmente a informação de alta-frequência diz respeito à informação da periferia
do objeto no plano-detector. Quanto maior o número de ciclos que um sinal holográfico
possui, consequentemente melhor é a imagem resultante da morfologia do objeto image-
ado.
O exemplo apresentado através da Figura 4.1 ilustra de forma geral o objetivo da pla-
taforma holográfica proposta. Ao lado esquerdo da figura os hologramas originais foram
capturados pela plataforma apresentada, de modo que um holograma de alta-resolução
é computado a partir de múltiplas observações da cena em diferentes pontos da fonte
de iluminação. Cada holograma apresentado é aplicado ao compasso Prewitt, sendo este
exclusivamente utilizado para propósitos de visualização, uma vez que certos detalhes
podem não ser completamente perceptíveis nos hologramas originais. O compasso de
Prewitt, demonstrado ao lado direito da Figura 4.1, é um simples operador discreto de
diferenciação, utilizado para computar uma aproximação do gradiente de uma função de
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Figura 4.1: Compasso de Prewitt aplicado sobre hologramas do conjunto de baixa-
resolução e sobre o holograma em alta-resolução resultante. As setas nos hologramas
de baixa resolução indicam ruído, que é suprimido na imagem em alta-resolução.
intensidade da imagem, sendo este melhor compreendido como ou o vetor do gradiente ou
a norma deste vetor em cada ponto na imagem. Dois principais aspectos serão discutidos
para os hologramas em alta-resolução nesta Seção: (i) incremento dos aspectos de resolu-
ção através da recuperação da informação faltante e propagação dos sinais holográficos;
(ii) efeito de supressão temporal e espacial de ruído, obtido pela somatória de múltiplas
observações da cena.
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Para o primeiro aspecto, melhoria na qualidade do sinal bem como incremento da
propagação das franjas holográficas podem ser verificados para os hologramas em alta-
resolução apresentados nesta Seção. Inicialmente, a recuperação dos anéis concêntricos
e melhoramento da morfologia do holograma pode ser observado no holograma em alta-
resolução da Figura 4.1, bem como apresentados e quantificados nos próximos exemplos
demonstrados. O aspecto de recuperação de informação, no entanto, devido às etapas de
registro e somatória sucessiva de múltiplas imagens, invariavelmente propicia também a
supressão de ruído. Ainda na Figura 4.1, o ruído produzido através de partículas falso-
positivo são ilustrados através das setas indicativas, apresentadas nas imagens em baixa
resolução, sem tratamento de sub-pixel. Estas setas indicam sombras holográficas que
são projetadas sobre o sensor, a partir de diferentes plano-objetos, que são deslocadas
espacialmente conforme ocorre a movimentação da fonte luminosa. Pode ser verificado
que, tais sombras são deslocadas para a esquerda, e são suprimidas na imagem em alta-
resolução através da distribuição espacial destes sinais.
Estes tipos de artefatos físicos indesejados, tais como minúsculas partículas de poeria
ou mesmo riscos nas lâminas microscópicas, acabam introduzindo na imagem resultante
a projeção de suas assinaturas holográficas. Durante o processo de registro inicial do con-
junto de baixa resolução, filtragem espacial é realizada de uma forma bastante intuitiva:
estes artefatos podem ser suprimidos e redistribuídos ao longo da imagem holográfica em
alta resolução, dependendo do tamanho do passo utilizado no deslocamento. Este efeito
de supressão é possível de ser obtido sem qualquer adição no hardware ou computação
de software graças ao efeito da difração da luz para diferentes planos-objetos (z-axis)
quando o deslocamento da fonte luminosa é realizado. Assinaturas holográficas oriundas
do mesmo plano-objeto produzem um deslocamento das sombras de maneira linear. Este
efeito, por sua vez, não é obtido por assinaturas em diferentes planos, produzindo desloca-
mento com velocidades diferentes das sombras localizadas no mesmo plano. Desta forma,
como o vetor global de deslocamento é computado sobre as key-points “bem comportadas”,
tais artefatos não participam da etapa de registro inicial, e a matriz de homografia não
recebe os referidos key-points. Por fim, durante o processo de computação da informação
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Figura 4.2: Comparação dos sinais holográficos obtidos pela plataforma holográfica pro-
posta. Ao lado esquerdo e direito, hologramas de baixa resolução e a reconstrução obtida
a partir de múltiplas imagens são demonstradas, respectivamente.
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de sub-pixel, as sombras de artefatos de diferentes planos-objetos serão re-distribuídas
espacialmente na imagem de alta-resolução do holograma.
Além dos aspectos de ruído produzidos por artefatos físicos, outro tipo de supressão
é obtida através da simples somatória de múltiplos frames na cena, temporalmente. O
sinal de ruído pode ser introduzido por questões físicas ou do próprio ambiente, tal como
o efeito oscilatório de diferentes intensidades de onda, ou dos próprios efeitos de captura
do sensor sobre o tempo. Estas inomogeneidades podem ser claramente observadas nas
imagens em baixa-resolução, mais especificamente nas regiões de background do sinal,
onde somente as frentes de onda são projetadas (sem a interferência da interceptação de
qualquer partícula).
Outro exemplo é apresentado através da Figura 4.2, onde os hologramas foram sub-
metidos ao compasso de Prewitt, e aspectos de melhoramento de resolução, incremento
da propagação do sinal holográfico, e supressão de ruído podem ser verificados. Ao lado
esquerdo hologramas em baixa-resolução são ilustrados, enquanto que a reconstrução do
sinal correspondente em alta-resolução é demonstrada ao lado direito. Pode ser obser-
vado através de uma comparação visual dos hologramas em baixa e alta-resolução uma
melhora significativa na recuperação da informação de anéis concêntricos dos hologramas,
bem como aspectos de supressão de ruído. Os retângulos em destaque (cor vermelho) na
imagem indicam áreas onde um fator de ampliação de zoom foi aplicado para efeitos de
comparação do sinal obtido.
Para os hologramas obtidos em alta-resolução, a periodicidade e número de ciclos de
onda pode ser um fator importante de mensuração qualitativa e principalmente quali-
tativa da qualidade para a plataforma baseada em múltiplos frames. Uma estimativa
qualitativa pode ser obtida através da análise das franjas holográficas, que pode ser rea-
lizada ao longo de uma axis qualquer, conforme ilustrado através da Figura 4.3. Em (a)
e (b) são apresentados hologramas a partir de um único frame, e sua reconstrução em
alta-resolução correspondente, respectivamente. Em (a) pode ser observado uma linha na
cor verde, enquanto que em (b) uma linha na cor vermelha é apresentada. A mensuração




Figura 4.3: Comparação de sinais holográficos em baixa resolução (a) em relação a mesma
imagem, reconstruída a partir de um conjunto de múltiplas imagens (b). Linhas em verde
e vermelho para ambas as imagens indicam a mensuração das intensidades de gradiente
para os hologramas, respectivamente, conforme Figura 4.4. A seta em vermelho em (a)
indica hologramas suprimidos na imagem em alta-resolução.
Figura 4.4: Mensuração das intensidades de gradiente realizada através das linhas verde
e vermelho, demonstradas na Figura 4.3. É possível verificar que a imagem de alta-
resolução apresenta sinal com maior regularidade e discriminação do sinal, bem como
efeito de propagação da onda.
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a análise dos picos de gradiente para cada holograma é computado. A análise da periodi-
cidade do sinal revela que o holograma em alta-resolução apresenta melhor discriminação,
regularidade (constância), e propagação do sinal holográfico, quando comparado com o
holograma em baixa-resolução obtido a partir de um único frame. Para os hologramas
em alta-resolução, onde a informação de topologia dos anéis concêntricos é melhorada e
recuperada, o número de picos no gráfico de intensidades é consistentemente maior que o
sinal apresentado pelo holograma em baixa-resolução. Também na Figura 4.3, é possível
verificar a seta em vermelho, novamente indicando a projeção de sombras de artefatos
localizados em planos-objeto distintos, demonstrando o efeito de supressão espacial do
ruído.
Através desta análise quantitativa da periodicidade, também é possível verificar a
interferência causada pelo ruído, e como este se comporta nos hologramas em baixa re-
solução. Através da supressão do sinal, maiores picos de mínima e máxima de gradiente
são obtidos nas imagens em alta resolução. Para o caso anteriormente apresentado é pos-
sível verificar que a periodicidade do sinal holográfico tende a prevalecer nos hologramas
em alta resolução, enquanto que nos hologramas obtidos a partir de um único frame, a
periodicidade pode ser verificada até o sétimo ou oitavo ciclo de onda somente. Outro
resultado interessante é ilustrado através da Figura 4.5, através da análise de sinal corres-
pondente na Figura 4.6, onde as variações de mínimo e máxima, bem como a periodicidade
e constância do sinal é bastante evidente para o holograma em alta-resolução analisado.
Análise da periodicidade do sinal holográfico é também apresentada para os exemplos
das Figuras 4.7 e 4.8. Para a Figura 4.7-baixo, é possível verificar a sobreposição do sinal
holográfico proveniente de várias células reprodutoras masculinas, de modo que o sinal
holográfico torna-se um padrão completo de difração. É possível verificar através do grá-
fico plotado na parte superior da figura correspondente hologramas em baixa-resolução
perdem a referência de periodicidade do sinal, enquanto que para o holograma correspon-
dente em alta-resolução esta periodicidade pode ser recuperada. Outra análise é realizada
para os hologramas apresentados através da Figura 4.8. Para ambos os casos, a análise




Figura 4.5: Comparação de sinais holográficos em baixa resolução (a) em relação a mesma
imagem, reconstruída a partir de um conjunto de múltiplas imagens (b). Linhas em verde
e vermelho indicam a mensuração das intensidades de gradiente para os hologramas em
baixa e alta-resolução, respectivamente, conforme Figura 4.6.
Figura 4.6: Mensuração das intensidades de gradiente realizada através das linhas verde
e vermelho, demonstradas na Figura 4.5. O gráfico demonstrado neste exemplo apresenta
uma maior discriminação para os picos de gradiente, bem como constância e periodicidade
para o sinal holográfico.
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Figura 4.7: Análise quantitativa do sinal holográfico para a plataforma proposta. Para a
primeira e segunda coluna, hologramas e baixa e alta-resolução são apresentados, respec-
tivamente. Acima de cada conjunto de hologramas, o gráfico das intensidades relativas
dos pixels das linhas vermelha e verde são apresentados, correspondendo às medições dos
hologramas em baixa e alta-resolução.
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Figura 4.8: Análise quantitativa do sinal holográfico para a plataforma proposta. Para a
primeira e segunda coluna, hologramas e baixa e alta-resolução são apresentados, respec-
tivamente. Acima de cada conjunto de hologramas, o gráfico das intensidades relativas
dos pixels das linhas vermelha e verde são apresentados, correspondendo às medições dos
hologramas em baixa e alta-resolução.
ção do holograma (exemplo figura superior), e conectando os centros de dois hologramas
distintos (exemplo figura inferior). Ambos os exemplos sugerem claramente uma melhora
na recuperação da informação faltante de onda para os hologramas em alta-resolução.
Vídeos demonstrativos da execução do processo de alinhamento e otimização da in-
formação de sub-pixel são apresentados no material suplementar desta tese. Estes vídeos
ilustram a seleção de regiões de interesse no FOV, onde o conjunto de baixa resolução é ali-
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nhado. Mensurações de periodicidade ao longo dos hologramas em baixa e alta-resolução
são demonstrados em cada vídeo contido no material suplementar.
4.1.3 Validação e Análise Microscópica
Validação e análise microscópica foi adotada como um procedimento padrão a cada amos-
tra biológica humana imageada pela plataforma holográfica proposta. O primeiro aspecto
importante da análise microscópica é a localidade espacial de onde as células de interesse
se encontram na lâmina, uma vez que o imageamento ocorre em escala microscópica e
pequenos deslocamentos correspondem a grandes distâncias na imagem digitalizada. Um
segundo aspecto é a resolução de profundidade, uma vez que pelo princípio da difração
escalar, um holograma comporta toda informação 3D que o plano de onda intercepta
verticalmente, e o ajuste de foco deve ser realizado para obtenção da correta forma geo-
métrica da amostra. Para o caso de células humanas reprodutoras masculinas, o formato
do espermatozoide é bastante discriminante, apresentando estruturas morfológicas que
podem ser facilmente identificadas durante o ajuste de foco.
(a) Seleção sobre a plataforma holográfica (b) Microscopia com mosaico
Figura 4.9: Procedimento adotado para a validação das imagens holográficas.
Para cada amostra utilizada (lâmina de microscopia), um procedimento de varredura
foi adotado de maneira que uma região retangular é definida sobre a amostra posicionada
sobre a plataforma holográfica. Esta região em geral corresponde proximamente ao FOV
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da plataforma, conforme ilustração da Figura 4.9-(a). Após definida a região de inte-
resse e coletados os hologramas, a confirmação microscópica ocorre com o imageamento
utilizando o campo de brilho sobre a mesma região do imageamento holográfico. O re-
curso de moisaico é iniciado conforme ilustração da Figura 4.9-(b), onde uma imagem
correspondendo a composição dos quadros vizinhos é obtida.
Várias amostras com células humanas reprodutoras masculinas foram imageadas (no
próprio BAMM Labs), e um total de 8 lâminas seccionadas em 5 chips com amostras de
células humanas foram selecionadas para inspeção holográfica e microscópica. Essencial-
mente, o resultado final da plataforma holográfica em termos de validação foi realizada
qualitativamente, através da simples inspeção visual e correlação das imagens de difração
e campo de brilho microscópico. Exemplo desta validação é apresentada através da Figura
4.10, onde o sinal de amplitude obtido da difração numérica é utilizado (esquerdo). Ao
lado direito a confirmação microscópica para a mesma fração da amostra é apresentada.
O campo de brilho do microscópio foi utilizado, imageado a partir de um microscópio
convencional com fator de ampliação de 10X, e utilizando o recurso de mosaico para
realizar a varredura da lâmina microscópica. O recurso de mosaico para as imagens mi-
croscópicas produz o efeito de quadriculamento devido ao encaixe de diferentes frações
da imagem com variados efeitos de iluminação, conforme pode ser verificado em todas
as imagens de campo de brilho apresentadas nesta Seção. Para alguns casos, pode haver
falha de enquadramento do microscópio, e problemas de registro podem ser verificados
para algumas porções da amostra imageada. Para alguns casos excepcionais, as falhas
de enquadramento na imagem microscópica foram ignoradas no processo de validação,
e de uma forma geral, este efeito não é impeditivo e não afeta a análise qualitativa dos
resultados da plataforma proposta, quando comparados com a confirmação microscópica.
A análise qualitativa apresentada através da Figura 4.10 demonstra-se suficientemente
rígida para a correlação e validação dos resultados obtidos pela plataforma holográfica, e
os resultados de um microscópio óptico convencional, denominado de padrão-ouro. Pode
ser observado ao longo dos resultados a visualização de estruturas morfológicas na escala
de micrômetros, onde a cauda da célula reprodutora masculina apresenta medições na
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Figura 4.10: Comparação dos resultados obtidos pela plataforma holográfica proposta
em multi-frame (lado esquerdo) e confirmação microscópica (lado direito). O holograma
decodificado demonstra o sinal de amplitude para a imagem apresentada. A confirmação
microscópica foi obtida utilizando um microscópio óptico convencional com recurso de
mosaico.
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Figura 4.11: Comparação do sinal de composição Crgb em relação a confirmação micros-
cópica, apresentadas ao lado esquerdo e direito, respectivamente.
ordem de ≈0.6µm de espessura [49], com alta correlação entre hologramas e microscopia
óptica.
Além da informação do sinal de amplitude, conforme anteriormente descrito na Seção
3.3, sinal de fase pode ser também obtido a partir das partes ? e ?. Para o contexto de
células humanas reprodutoras masculinas, a composição do sinal em uma imagem multi-
dimensional Crgb apresenta resultados bastante interessantes, provendo artifícios para a
contagem e discriminação automatizada das imagens adquiridas1.
Na ilustração da Figura 4.11, o sinal Crgb é demonstrado ao lado esquerdo, enquanto
que a confirmação microscópica é apresentada ao lado direito, respectivamente. É inte-
ressante observar que a região de background apresenta uniformidade e discriminação dos
demais elementos da cena, possibilitando o desenvolvimento de métodos bastante efeti-
vos para a remoção de fundo. A cabeça da célula reprodutora também apresenta fator
de discriminação em relação a cauda. Outros resultados experimentais com a respec-
tiva validação por confirmação microscópica são apresentados através das Figuras 4.12 –
4.19. Nestes resultados, são demonstrados os sinais de amplitude, a composição Crgb, e
a respectiva confirmação microscópica em campo de brilho. Os resultados sugerem que a
plataforma proposta pode ser utilizada como um microscópio portátil para a visualização
de estruturas biológicas na ordem de alguns micrômetros. Através da validação quali-
tativa, a plataforma holográfica apresenta uma alta correlação das imagens obtidas em
relação ao campo de brilho obtido em um microscópio óptico convencional.
1A contagem e discriminação das células não corresponde ao escopo deste trabalho, sendo discutidos
na seção de trabalhos futuros.
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(a) Amplitude
(b) Composição de sinal
(c) Confirmação microscópica
Figura 4.12: Resultados obtidos pela plataforma proposta X confirmação microscópica.
Em (a) e (b), sinal de amplitude e composição Crgb da plataforma holográfica, respecti-
vamente. Em (c), validação por confirmação microscópica.
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(a) Amplitude
(b) Composição de sinal
(c) Confirmação microscópica
Figura 4.13: Resultados obtidos pela plataforma proposta X confirmação microscópica.
Em (a) e (b), sinal de amplitude e composição Crgb da plataforma holográfica, respecti-
vamente. Em (c), validação por confirmação microscópica.
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(a) Amplitude
(b) Composição de sinal
(c) Confirmação microscópica
Figura 4.14: Resultados obtidos pela plataforma proposta X confirmação microscópica.
Em (a) e (b), sinal de amplitude e composição Crgb da plataforma holográfica, respecti-
vamente. Em (c), validação por confirmação microscópica.
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(a) Amplitude
(b) Composição de sinal
(c) Confirmação microscópica
Figura 4.15: Resultados obtidos pela plataforma proposta X confirmação microscópica.
Em (a) e (b), sinal de amplitude e composição Crgb da plataforma holográfica, respecti-
vamente. Em (c), validação por confirmação microscópica.
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(a) Amplitude
(b) Composição de sinal
(c) Confirmação microscópica
Figura 4.16: Resultados obtidos pela plataforma proposta X confirmação microscópica.
Em (a) e (b), sinal de amplitude e composição Crgb da plataforma holográfica, respecti-
vamente. Em (c), validação por confirmação microscópica.
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(a) Amplitude
(b) Composição de sinal
(c) Confirmação microscópica
Figura 4.17: Resultados obtidos pela plataforma proposta X confirmação microscópica.
Em (a) e (b), sinal de amplitude e composição Crgb da plataforma holográfica, respecti-
vamente. Em (c), validação por confirmação microscópica.
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(a) Amplitude
(b) Composição de sinal
(c) Confirmação microscópica
Figura 4.18: Resultados obtidos pela plataforma proposta X confirmação microscópica.
Em (a) e (b), sinal de amplitude e composição Crgb da plataforma holográfica, respecti-
vamente. Em (c), validação por confirmação microscópica.
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(a) Amplitude
(b) Composição de sinal
(c) Confirmação microscópica
Figura 4.19: Resultados obtidos pela plataforma proposta X confirmação microscópica.
Em (a) e (b), sinal de amplitude e composição Crgb da plataforma holográfica, respecti-
vamente. Em (c), validação por confirmação microscópica.
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4.2 Plataforma Holográfica para Processamento em Vídeo
Nesta Seção serão discutidos os resultados experimentais da plataforma proposta para
processamento holográfico em vídeo. Visualização microscópica em vídeo usualmente re-
quer conjuntos de câmeras CCD ou CMOS acopladas ao próprio microscópio, tornando-se
uma solução com um custo relativamente elevado. A evolução inicial do trabalho para
uma variante de holografia em vídeo deu-se principalmente da necessidade de visualiza-
ção de partículas ou amostras em movimento, levando em consideração uma plataforma
portátil e de baixo custo. Ao longo da revisão da literatura verificou-se que algumas
abordagens fazem uso de câmeras industriais com alta taxa de amostragem na ordem de
milhares de frames por segundo para a aquisição de vídeo. No entanto, graças à evolução
da tecnologia de imageamento por CMOS, concluiu-se que o mesmo sensor anteriormente
utilizado para super-resolução dos hologramas, pode ser utilizado também para realizar
capturas a altas taxas de amostragem, sob penalização da área útil do FOV.
Embora não atingindo a mesma resolução da plataforma inicialmente desenvolvida,
principalmente devido ao fato do uso de diferentes sistemas de iluminação e inviabilização
do uso de abordagem para computação em múltiplos frames, aplicações bastante interes-
santes podem ser desenvolvidas para o imageamento biológico em vídeo. Para o contexto
biológico em POC, é bastante demandada a possibilidade de um sistema portátil para
aquisição em vídeo a partir de amostras biológicas (sangue, urina, saliva, etc), integrado
com análise automatizada de imagens para diagnóstico médico. Aplicações desta natu-
reza envolvem desde o acompanhamento do estágio evolutivo de doenças ou vacinas, até
a inspeção de processos metabólicos celulares, tal como ocorre em células cancerígenas.
Não obstante, uma plataforma portátil de propósito geral pode ser utilizada como
uma ferramenta de Point-of-Need, e qualquer forma biológica ou partículas sólidas en-
contradas na natureza podem ser visualizadas. Exemplo de análises passíveis de serem
realizadas envolvem, por exemplo, micro-organismos uni ou pluricelulares, protozoários,
ou organismos mais complexos tais como vermes e parasitas na escala microscópica, que
desempenham papel importante na natureza. Desta forma, é possível em uma plataforma
holográfica a inspeção de micro-organismos in-situ, vivendo em seu próprio ambiente na-
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tural, e atuando como marcadores de um ecossistema local, tipicamente encontrados meios
fluídicos de água potável e livre de contaminação. Com estas amostras, várias análises
podem ser realizadas envolvendo a morfologia ou simplesmente a quantificação do número
absoluto de espécimens, além dos mesmos benefícios anteriormente apresentados, através
da integração com recursos computacionais e análise automatizada de imagem.
As amostras utilizadas para testes na plataforma holográfica para processamento em
vídeo podem ser encontradas livremente na natureza em ambientes fluídicos. Assim como
a água é um elemento essencial para a vida, o meio fluídico é habitat natural de mui-
tas espécies de micro-organismos. A preparação das amostras para a experimentação da
plataforma holográfica em vídeo consiste simplesmente na coleta de um pequeno volume
de fluído no ambiente e realizar a montagem sobre uma lâmina microscópica e cobertura
de vidro. As amostras foram coletadas principalmente dos seguintes ambientes: (i) água
acumulada em ambiente residencial, ambientes com alta umidade e em plantas ornamen-
tais; (ii) água coletada a partir de aquário com espécies de peixes, correspondendo um
ecossistema de água doce.
Para o ambiente anteriormente descrito (i), dependendo do nível de limpidez da água,
é possível encontrar pequenos Nematóides não-parasitas e algas-verde. Em amostras
de aquário (ii), existe uma maior bio-diversidade de micro-organismos, podendo serem
encontrados Rotíferas, Planárias, Protozoários, Euglenas, vermes de corpo achatados
(flatworms), dentre outros. Durante o desenvolvimento da plataforma para vídeo holográ-
fico, verificou-se repetidamente a presença destes mesmos micro-organismos nos ambientes
mencionados. Embora da indisponibilidade de um microscópio óptico para confirmação
dos espécimens, tal como realizado para a plataforma baseada em melhoramento de re-
solução, pode-se observar a reprodutibilidade dos resultados. Outros aspecto é que tais
micro-organismos são comumente encontrados em ambientes com fluído, sendo bem des-
critos na literatura.
Nas próximas figuras serão demonstrados os resultados obtidos pela plataforma holo-
gráfica em vídeo proposta. Para cada figura apresentada, o vídeo correspondente ao sinal
holográfico e decodificado faz-se disponível nos materiais suplementares desta tese. Os ví-
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Figura 4.20: Amostras de fluido contendo nematóides em escala microscópica. Ao lado
esquerdo, assinaturas holográficas dos vermes são apresentadas, ao lado direito, difração
numérica considerando o sinal de amplitude.
deos holográficos são originais, sem codificação ou compressão a posteriori, onde pode ser
verificada a taxa de amostragem e resolução de pixel correspondente ao FOV da captura.
4.2.1 Ambiente Experimental de Amostras Biológicas I
Para o ambiente amostral (i), nematóides consistem em uma classe de animais multi-
celulares, sendo a mais numerosa do planeta, altamente abundante e com alta diversidade
em ambientes aquáticos e terrestres, estando presentes praticamente em todo lugar [105].
Caracterizam-se por habitarem ambientes fluídicos, úmidos e mesmo no solo, onde milha-
res de vermes microscópicos podem ser encontrados. Desempenham papel fundamental
na natureza, onde muitos nematóides são parasitas de outros insetos, plantas ou animais,
e alimentam-se principalmente de bactérias, fungos e outros nematóides. Nematóides são
estruturalmente simples, possuindo sistema digestivo, nervoso, excretor e reprodutivo,
mas sem apresentar um sistema respiratório e circular. Na sua maioria, medem menos
de 5 cm, com uma grande parcela destes sendo microscópicos. Na forma parasita, po-
dem apresentar até alguns metros de comprimento, tal como os que afetam os sistemas
digestivo de outros animais [106].
Assinatura holográfica e difração numérica correspondendo aos nematóides são de-
monstradas através da Figura 4.20, ao lado esquerdo e direito, respectivamente. O sinal
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Figura 4.21: Nematóides em vídeo imageados através da plataforma holográfica proposta
(superior). Microscopia de Nematóide hermafrodita adaptada de WormAtlas (inferior).
de amplitude é utilizado na difração numérica de maneira que os nematóides podem ser
visualizados. É possível verificar a divisão do corpo dos nematóides em estruturas internas
distintas.
Outros resultados do imageamento em video de nematóides são apresentados também
na Figura 4.21. Especificamente ao lado direito superior da figura, o nematóide de maior
tamanho apresenta sexo hermafrodita, o que pode ser identificados principalmente pelas
características de cauda e tamanho que os mesmos possuem. Na parte inferior da figura,
a representação microscópica2 de um típico nematóide hermafrodita é apresentado para
efeitos visuais de comparação, em relação ao resultado obtido pela plataforma holográfica.
Nematóides são em geral encontrados onde o fluído se encontra no ambiente por relativa-
mente longos períodos de tempo, e principalmente onde a água não apresenta alto grau de
limpidez. Pode-se também observar na figura a quantidade de fragmentos encontrados na
amosta coletada. Os vídeos holográficos com amostras de Nematóides foram capturados
utilizando a seguinte configuração:
2http://www.wormatlas.org/male/introduction/mainframe.htm
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Figura 4.22: Amostras de fluido contendo algas-verde em escala microscópica. Lado
esquerdo imagem de amplitude após difração numérica. Lado direito representação de
uma imagem de microscopia.
• 01-hologram.avi: [MJPG] 640x644 24bpp 44.064 fps 116850.8 kbps (14264.0 kbyte/s)
• 02-hologram.avi: [MJPG] 776x724 24bpp 15.000 fps 46069.9 kbps (5623.8 kbyte/s)
Encontrados no mesmo tipo de ambiente, no entanto, com mais frequência onde o
fluído é mais límpido, é possível visualizar pequenos unicelulares da classe das algas-
verde, mais especificamente Chlamydomonas [107]. Chlamydomona é um tipo de alga-
verde, consistindo de um organismo unicelular com flagelos, que pode ser encontrado em
água parada ou mesmo solo úmido, na água doce ou salgada. Em geral, chlamydomona
é comumente utilizada como um modelo de organismo na biologia molecular, genética e
biogênese, e também em estudos de bio-acumulação de toxicidade em ambientes aquáticos.
Outra função da utilização das chlamydomona é a análise de motilidade, uma vez que seus
flagelos são o seu principal meio de locomoção.
Chlamydomonas podem ser visualizadas através da Figura 4.22, onde o resultado do
vídeo holográfico no sinal de amplitude é apresentado ao lado esquerdo, e a representação
microscópica ao lado direito. Similarmente, na ilustração da Figura 4.23 outros resultados
da visualização de algas-verde são apresentadas na parte superior da figura. Ilustração
das estruturas e dimensões do espécimen são demonstrados na parte inferior da figura3.
3Representação microscópica adaptada de
http://www.ruf.rice.edu/ bioslabs/studies/invertebrates/chlamydomonas.html
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Figura 4.23: Amostras de fluido contendo algas-verde em escala microscópica. Parte
superior, imagem de amplitude após difração numérica. Parte inferior representação de
uma imagem de microscopia.
Vídeos holográficos correspondendo a algas verdes foram capturados com as seguintes
configurações:
• 04-hologram.avi: [MJPG] 1056x880 24bpp 23.672 fps 136340.8 kbps (16643.2 kbyte/s)
• 05-hologram.avi: [MJPG] 976x800 24bpp 15.000 fps 60201.6 kbps (7348.8 kbyte/s)
4.2.2 Ambiente Experimental de Amostras Biológicas II
Para o segundo ambiente analisado (ii), amostras foram coletadas a partir de um aquário
ornamental contendo espécies de peixes de água doce. Neste tipo de ambiente é possível
encontrar variados espécimens habitando e compartilhando o mesmo meio. Trata-se de
um ambiente bastante propício para o desenvolvimento de vários micro-organismos, uma
vez que existe abundante fonte de alimento.
Rotíferas são animais microscópicos aquáticos, e podem ser encontrados em ambientes
de água doce parada (lagos) ou mesmo em córregos, ou no solo através do acúmulo de
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Figura 4.24: Amostras de fluido contendo Rotíferas em escala microscópica. Ao lado
esquerdo, assinaturas holográficas são apresentadas, enquanto que ao lado direito, difração
numérica considerando o sinal de amplitude é demonstrada.
água [108, 109]. Rotíferas são animais multi-celulares com cavidades corpóreas parcial-
mente cobertas por um mesodermo, e apresentam um órgão digestivo completo, incluindo
boca e ânus. Maioria das espécies de rotíferas são comparáveis à escala dos protozoários
unicelulares, medindo de 100 a 200 µm de comprimento, e algumas espécies podem chegar
até 500 µm.
Assinatura holográfica e difração numérica correspondendo a visualização de Rotífe-
ras são ilustradas através da Figura 4.24. Hologramas originais do processo de aquisição
são demostrados ao lado esquerdo, e o sinal de amplitude após difração numérica é apre-
sentado ao lado direito. Pode ser verificado que na amostra apresentada neste exemplo
podem ser visualizados duas rotíferas distintas em seu meio. Nos materiais suplemen-
tares é bastante interessante a visualização destes micro-organismos, onde os mesmos
se encontram em movimentação livre no meio fluídico. Para o mesmo caso é possível
verificar a movimentação das estruturas internas de uma das rotíferas, possivelmente se
alimentando de partículas encontradas no ambiente, conforme material suplementar, vídeo
“09-hologram.avi ” e arquivos de difração numérica correspondentes. Outro caso interes-
sante ocorre com o vídeo “04-hologram.avi ”, onde outras espécies de protozoários podem
ser visualizadas juntamente com Rotíferas.
Outros resultados do imageamento em vídeo de Rotíferas são apresentados através da
Figura 4.25, onde os mesmos espécimens obtidos pela plataforma holográfica são apresen-
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Figura 4.25: Rotíferas em vídeo holográfico, imageadas através da plataforma proposta
(superior). Microscopia demonstrando morfologia de uma Rotífera é demonstrada (infe-
rior).
tados na parte superior. Na parte inferior da figura, uma ilustração microscópica4 de uma
Rotífera é apresenta para efeitos de comparação. Os vídeos holográficos apresentados nos
materiais suplementares apresentam a seguinte configuração:
• 04-hologram.avi: [MJPG] 864x704 24bpp 34.066 fps 105061.9 kbps (12824.9 kbyte/s)
• 09-hologram.avi: [MJPG] 864x692 24bpp 34.424 fps 110326.9 kbps (13467.6 kbyte/s)
Outra espécie possível de ser visualizada na plataforma holográfica são os vermes de
corpo achatado da classe dos platelmintos, um sub-reino dos invertebrados [110]. Platel-
mintos podem ser frequentemente encontrados em reservatórios de água doce, e variam
de tamanho de microscópicos a visíveis com o auxílio de lentes de aumento. Platelmin-
tos apresentam o corpo achatado possibilitando assim a visualização da sua anatomia
interna, bem como as partes constituintes do sistema nervoso, dependendo da capacidade
de resolução do microscópio utilizado. Dentre o grupo dos platelmintos, alguns destes
4Adaptado de http://www.photomacrography.net/
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Figura 4.26: Visualização de platelmintos (planária) pela plataforma holográfica proposta.
Lado esquerdo e direito superior, holograma original e difração numérica no sinal de
amplitude, respectivamente. Inferior, representação microscópica de um platelminto.
são classificados como não-parasitas, tal como as planárias, e outros parasitas causado-
res de doenças como a Schistosomiasis, através da Taenia Saginata que é extremamente
nociva ao ser humano. De uma forma geral, grande parte dos platelmintos encontrados
livremente na natureza são considerados predadores, e apresentam tamanho variando de
algumas centenas de micrômetros até alguns centímetros, dependendo da espécie. Especi-
ficamente as planárias apresentam um comportamento regenerativo bastante interessante
objeto de estudo na biologia, a qual pode se regenerar e gerar um novo indivíduo completo
a partir de partes de seu corpo.
Exemplo da visualização de platelmintos na plataforma holográfica proposta (pos-
sivelmente uma planária) são demonstrados através da Figura 4.26. Ao lado superior
esquerdo é possível verificar o holograma de um platelminto, e seu sinal de amplitude ao
lado superior direito, respectivamente. Por apresentar corpo alongado, é possível verificar
alguma similaridade do sinal holográfico com o sinal anteriormente apresentado na Figura
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Figura 4.27: Visualização de platelmintos em movimentação livre no meio fluídico, cap-
turados através da plataforma holográfica proposta.
4.20, onde nematóides são demonstrados. Na figura onde o sinal de amplitude é demons-
trado, é possível verificar algumas estruturas internas do platelminto, bem como no vídeo
apresentado no material suplementar, onde detalhes da movimentação do espécimen são
verificados. Na parte inferior da Figura 4.26 é demonstrada a representação de microsco-
pia para uma planária e suas estruturas internas, adaptada de http://www.carolina.com/.
Outros exemplos de planárias visualizadas através da plataforma holográfica em vídeo
apresentada neste trabalho, são apresentados na Figura 4.27. Para os resultados apre-
sentados através das figuras previamente demonstradas, os seguintes vídeos holográficos
foram obtidos:
• 05-hologram.avi: [MJPG] 768x628 24bpp 40.698 fps 93228.4 kbps (11380.4 kbyte/s)
• 08-hologram.avi: [MJPG] 720x820 24bpp 33.573 fps 93942.6 kbps (11467.6 kbyte/s)
• 11-hologram.avi: [MJPG] 896x868 24bpp 27.974 fps 112810.0 kbps (13770.7 kbyte/s)
Da classe dos protozoários, outro espécimen verificado é a Vorticella, grupo que pode
ser classificado em outras 16 espécies [111]. Vorticella é um unicelular que habita prin-
cipalmente a água doce, e apresenta o formado de um sino invertido ciliado. Sua movi-
mentação é realizada através de uma haste, que quando estimulada realiza contrações na
forma de espiral [112]. Apresenta na ponta da haste um pedúnculo, que serve de fixação
do protozoário em substratos, e movimenta-se como um animal. Com certa frequência
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Figura 4.28: Protozoários observados através da plataforma holográfica em vídeo pro-
posta. Sinal multi-dimensional Crgb é utilizado na parte superior. Confirmação microscó-
pica é demonstrada nas figuras da parte inferior.
este espécimen é encontrado em grupos de indivíduos como colônias, embora não pos-
sam ser considerados colônias uma vez que cada indivíduo apresenta sua própria haste.
Desconsiderando o comprimento da haste, suas dimensões podem variar de 50 µm de
comprimento por 30 µm em largura.
A visualização de Vorticella através da plataforma holográfica em vídeo é demonstrada
através da Figura 4.28. Na parte superior, o sinal de composição Crgb é apresentado, uma
vez que a visualização dos detalhes de movimentação haste são melhores perceptíveis com
a utilização da imagem multi-dimensional. Na parte inferior, imagens microscópicas do
espécimen são apresentadas5, onde um alto fator de ampliação é utilizado para obtenção
de uma imagem de alta resolução.
A observação do vídeo holográfico referente a ilustração de Vorticella (4.28) apre-
senta detalhes muito interessantes a respeito da movimentação e as contrações realizadas,
5Adaptadas de http://imgarcade.com/1/vorticella-400x/
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Figura 4.29: Movimentação de rotíferas em vídeo holográfico, em ambiente livre no meio
fluídico.
conforme descrito na literatura [112]. Durante as contrações, é possível ver em detalhes
a maneira com que a haste contrai-se em forma de espiral, acumulando energia e pro-
jetando o protozoário ao longo da haste. Para os resultados apresentados os seguintes
vídeos holográficos e configurações foram obtidos:
• 02-hologram.avi: [MJPG] 656x456 24bpp 66.662 fps 95959.9 kbps (11713.8 kbyte/s)
• 03-hologram.avi: [MJPG] 872x668 24bpp 10.000 fps 26935.9 kbps (3288.1 kbyte/s)
Os resultados apresentados para o processamento em vídeo holográfico, apesar de
experimentais, demonstram uma grande capacidade e potencial de desenvolvimento de
aplicações biológicas para os mais diversos propósitos. A reprodutibilidade dos resultados
para amostras de micro-organismos em água demonstram que o protótipo se encontra
bastante robusto e estável para o imageamento in-situ, conforme pode ser verificado atra-
vés dos vídeos apresentados nos materiais suplementares. Nestes vídeos várias amostras
de micro-organismos são demonstrados in-situ, onde é possível a visualização de sua mo-
vimentação típica no meio fluídico. Para o caso de amostras de nematóides, por exemplo,
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Figura 4.30: Movimentação de platelmintos em vídeo holográfico, em ambiente livre no
meio fluídico.
os mesmos podem ser facilmente encontrados abundamente em visualizados em ambientes
variados, tal como solo úmido.
Pode ser verificado que a plataforma holográfica proposta nesta tese apresenta como
enfoque o problema de formação de imagem e mecanismos de aquisição considerando um
equipamento portátil e miniaturizado, com relativamente baixo custo de desenvolvimento.
Aplicações futuras envolvendo o processamento de vídeo holográfico apresentarão como
foco a integração de algoritmos computacionais para o processamento digital de imagens,
reconhecimento de padrões, e da própria visão computacional. Exemplos demonstrados
através das Figuras 4.29 e Figura 4.30 são casos típicos onde algoritmos de rastreamento de
trajetórias e análise comportamental podem ser integrados, como medidores de anomalias
no eco-sistema destas espécies. Outras aplicações para o caso de nematóides inclui a
análise do profile bio-mecânico como uma ferramenta quantitativa para a quantificação




Tecnologias de imageamento holográfico sem o uso de lentes demonstram-se bastante apro-
priadas para o desenvolvimento de soluções miniaturizadas em Point-of-Care, ou mesmo
como ferramentas de Point-of-Need para propósitos gerais de inspeção e imageamento
em micro-escala. Devido a sua fácil integração e compartilhamento com os já existentes
recursos de hardware, o imageamento holográfico sem lentes possibilita a automação de
processos de tomada de decisão para a solução de problemas do mundo real.
Nesta tese de doutorado foi demonstrado o desenvolvimento de tecnologias para o
imageamento holográfico sem a utilização de lentes, com enfoque na visualização de espé-
cimens em escala de micrômetros. Inicialmente as pesquisas foram direcionadas somente
para o imageamento de células humanas reprodutoras masculinas, utilizando os recursos
de melhoramento de resolução holográfica, por meio de múltiplas observações da cena.
Ao retorno do doutoramento Sanduíche, com a continuidade dos estudos na holografia
digital inline, uma segunda plataforma foi idealizada, especificamente designada para a
holografia em vídeo.
Para o primeiro protótipo, uma técnica de super-resolução especificamente designada
para melhoramento de resolução holográfica foi desenvolvida. Pela utilização de modelos
variacionais, mais especificamente baseados na energia funcional de Mumford-Shah, a
minimização de uma função objetiva é realizada para obtenção do alinhamento otimizado
entre as imagens de um conjunto de baixa-resolução. A equação de energia, composta de
dois termos penalizadores, objetiva manter o alinhamento inicial realizado por métodos
de registro baseados em características, e maximizar a propagação do sinal holográfico,
importante para a difração numérica do sinal. O protótipo de hardware também é baseado
na utilização de uma única fonte de iluminação, onde ocorre o deslocamento do topo da
plataforma de maneira arbitrária.
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Os resultados obtidos por esta abordagem possibilitaram a visualização de estrutu-
ras microscópicas na ordem de ≈1µm em uma FOV de ≈30mm2. Os resultados obtidos
demonstram a efetividade da plataforma proposta, onde a visualização de estruturas bas-
tante pequenas podem ser verificadas na plataforma holográfica. De um ponto de vista
computacional, a abordagem em multi-frame para computação da informação de sub-pixel
pode ser utilizada para circunver limites físicos de hardware, pela recuperação da informa-
ção faltante pela utilização de múltiplas observações da mesma cena ou amostra. Outro
efeito é a supressão do nível de ruído nos hologramas obtidos, o que é realizado sem a
alteração ou adição de novos componentes de hardware. Não obstante, a FOV disponível
na plataforma proposta, mesmo para single-shots, é consideravelmente muito maior que a
capacidade dos microscópios ópticos convencionais. No entanto, a plataforma holográfica
para melhoramento de resolução exige que não haja movimentação no meio fluídico, logo
apenas amostras estáticas podem ser imageadas. Em relação às abordagens estado-da-
arte, o FOV utilizado é também superior, possibilitando a captura do sinal biológico em
um amplo campo de visualização.
A segunda plataforma holográfica apresenta como enfoque o imageamento 4D dinâ-
mico de espécimens, sob certa penalização da resolução, uma vez que somente frames são
capturados e decodificados sequencialmente. No entanto, as aplicações de uma plataforma
holográfica em vídeo são inúmeras, onde amostras in-situ de diversas naturezas podem
ser visualizadas. Além de análise quantitativa, tal como o valor absoluto do número de
espécimens em uma amostra, análise da qualidade dos micro-organismos pode ser futu-
ramente realizada, como um indicativo de anormalidades e contaminação dos ambientes
fluídicos. Os resultados experimentais para este tipo de plataforma demonstram a capa-
cidade de capturar frames a uma taxa de amostragem máxima de aproximadamente 65
fps, onde detalhes interessantes da movimentação dos espécimens podem ser verificados.
Embora, dependendo da aplicação, em torno de 15 fps já provê informação suficiente para
a visualização do comportamento dos espécimens.
Sensores de imagem utilizando a tecnologia CMOS apresentam notáveis vantagens
quando comparados com os sensores por CCD, comercialmente disponíveis. Primeira-
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mente, o custo de um sensor por CMOS é bastante inferior e o tamanho e requerimentos
de energia são bastante reduzidos. Por exemplo, a plataforma proposta utiliza um sen-
sor de imagem por CMOS onde ambas alimentação e comunicação operam via conexão
USB. Desta forma, plataformas com tecnologia de imageamento por CMOS podem ser
facilmente miniaturizadas em dispositivos portáteis de imageamento. Outro fator é em
relação aos aspectos de aquecimento existente nos sensores por CCD, o qual é bastante
reduzido na tecnologia por CMOS. O aquecimento é um fator impeditivo para várias
aplicações biológicas, onde a amostra ou mesmo micro-organismos são posicionados dire-
tamente ou a distâncias muito próximas do sensor de imagem.
Para trabalhos futuros, melhoramentos para a plataforma proposta deverão incremen-
tar a sua eficiência e efetividade no imageamento de deslocamento controlado, e reduzir
possíveis efeitos de distorção durante o processo de alinhamento rápido das imagens. Da
mesma forma, com o uso de deslocamentos controlados e constantes a cada utilização,
uma matriz fixa de deslocamento pode ser embarcada, eliminando várias etapas de ali-
nhamento atualmente requeridas pela plataforma. Um segundo aspecto a ser tratado para
melhoramento da informação visual é o problema da imagem gêmea, onde vários métodos
numéricos podem ser utilizados para este fim.
Como pode ser verificado, o enfoque inicial para o desenvolvimento das plataformas
holográficas deu-se em torno do problema de formação de imagem, convertida a partir de
hologramas. A partir deste ponto, uma série de trabalhos podem ser desenvolvidos, tanto
em termos computacionais (hardware e software), análise inteligente de imagem e sistemas
diagnósticos, quanto no contexto biológico. Algumas questões relevantes de pesquisa em
relação ao trabalho apresentado nesta tese são levantados:
• Foram utilizadas 49 imagens a um deslocamento irregular. Baseado em uma pla-
taforma regular automatizada de deslocamento, quantas imagens podem fornecer a
qualidade de imageamento esperada para visualização das mesmas estruturas;
• Faz-se necessária a validação consistente em relação a métodos de super-resolução.
No presente trabalho, buscou-se otimizar o alinhamento entre imagens de um con-
junto de baixa-resolução, utilizando um framework conhecido para realizar a mini-
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mização de uma função objetiva de custo. Embora não hajam métodos de super-
resolução respecificamente designados para holografia, uma análise com os métodos
tradicionais de super-resolução é interessante de ser realizada;
• Embora complexo de ser realizado e ser uma área bastante recente, a análise com-
parativa em relação à outras plataformas holográficas é necessário. No entanto,
até o presente momento a plataforma que mais se assemelha ao apresentado nesta
tese com foco em super-resolução é descrita por Dr.Ozcan [46, 49]. A presente pla-
taforma, no entanto, utiliza um array de LEDs para realizar o deslocamento da
fonte luminosa, e métodos de reconstrução iterativos. Na plataforma proposta, a
iluminação é realizada com uma única fonte, deslocando-se sobre a base da plata-
forma. Divergência também ocorre na reconstrução do sinal, realizada por modelos
variacionais de energia funcional, e difração numérica por Fresnel;
• Auto-foco é necessário para a reconstrução total volumétrica, bem como visualização
4D das amostras no ambiente fluídico;
Além dos resultados experimentais apresentados nesta tese de doutorado, diversos
experimentos foram realizados ao longo do desenvolvimento da plataforma baseada em
múltiplos frames. Células reprodutoras masculinas foi um caso interessante desde o início
da plataforma, onde os hologramas ainda estavam sendo decodificados pelos métodos de
difração numérica, logo apresentando uma validação mais robusta. Amostras em micro-
fluídica contendo plaquetas, na ordem de 2 a 3 µm foram também analisadas. Células
cancerígenas e células normais foram também visualizadas pela plataforma proposta, onde
houve total correlação com a confirmação microscópica.
Outros testes ocorreram na análise celular para a contagem e identificação de Neu-
trófilos. Embora a célula apresente em torno de 10 µm, ou seja, maior que amostras de
células reprodutoras masculinas apresentadas, a plataforma não se demonstrou eficiente
para análise celular, possivelmente devido aos aspectos de iluminação, ou densidade da
amostra analisada. Análises preliminares foram também realizadas, porém sem conclusão,
com células infectadas por HIV. Para este último caso, está sendo buscado alguma parti-
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cularidade no sinal holográfico sem realizar a difração numérica, que possibilite diferenciar
células normais, das infectadas por HIV.
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